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1. INTRODUCCIÓN. 
  
1.1 TOS CONVULSA. 
 
La tos convulsa es una enfermedad respiratoria severa, cuyo agente causal es el 
cocobacilo Gram-negativo Bordetella pertussis. Esta bacteria es un patógeno 
estrictamente humano del cual no se conocen reservorios animales o ambientales. La 
infección transcurre exclusivamente en el tracto respiratorio y es sumamente contagiosa. 
Las ocho especies reconocidas del género Bordetella son β-protobacterias de la familia 
Alcaligenaceae, de las cuales solo tres de ellas (B. pertussis, B. bronchiseptica, B. 
parapertussis) causan infecciones del tracto respiratorio en mamíferos [31, 114].  
La primera epidemia registrada ocurrió en Paris (Francia) en el año 1578 [25]. En el año 
1679, Sydenham denominó “pertussis” (per, intensa + tussis, tos) a esta enfermedad 
respiratoria que afectaba a lactantes y niños provocando la muerte en muchos casos. 
Bordet y Gengou realizaron el primer aislamiento de B. pertussis a partir de esputo de 
pacientes en el año 1906 [13]. Entre 1914 y 1923, Hess, Luttinger y Madsen realizaron 
los primeros ensayos de vacunación anti-pertussis [101]. Las vacunas celulares de uso 
actual se desarrollaron en la década de 1940-1950. Finalmente, a finales del siglo 
pasado y debido a los problemas de reactogenicidad asociados al uso de la vacuna 
celular se desarrollaron vacunas de segunda generación o acelulares compuestas por 
antígenos purificados. 
Si bien la incidencia de esta enfermedad disminuyó en forma drástica a partir de la 
introducción de la vacuna celular en la década de 1950, continúa siendo un problema de 
salud pública mundial. Estudios recientes indican que ocurren aproximadamente 48,5 
millones de casos de tos convulsa por año en todo el mundo, con un número de casos 
fatales cercano a 295.000 [36]. La incidencia creciente año tras año en las últimas 
décadas ha llevado a la Organización Mundial de la Salud (OMS) a declarar 
reemergente esta enfermedad. Entre las causas probables de la reemergencia de la tos 
convulsa puede citarse la insuficiente protección contra la colonización que brindan las 
vacunas en uso, lo cual habría derivado en la aparición de cepas con variantes 
polimórficas en antígenos vacunales, es decir, immunoselección dirigida por 
vacunación. La reemergencia de esta enfermedad a pesar de las altas tasas de 
vacunación puso de manifiesto la necesidad de esclarecer aspectos básicos del proceso 
infeccioso y patogenicidad de B. pertussis que permitan el diseño racional de nuevas 
vacunas y mejores estrategias de prevención con el fin de controlar adecuadamente la 
circulación de este patógeno y lograr, eventualmente, la erradicación definitiva de la tos 
convulsa. 
 
 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 1 
 5
1.2 EPIDEMIOLOGÍA. 
 
La tos convulsa es una enfermedad de incidencia mundial, independientemente del 
clima y la latitud. Es una enfermedad endémica, con picos de aparición cada dos a cinco 
años. B. pertussis se transmite de una persona a otra por medio de las microgotas 
diseminadas en aerosoles por la tos o el estornudo, o por contacto directo con las 
secreciones de las vías respiratorias de las personas infectadas. Es una enfermedad muy 
contagiosa, con tasas de ataque secundario entre los contactos familiares susceptibles de 
hasta 90 %, y entre 50 % y 80 % en ámbitos escolares.  
Aunque la vacunación disminuyó la incidencia de la tos convulsa no ha modificado su 
periodicidad, lo cual sugiere que las vacunas de uso actual controlan la enfermedad, esto 
es, evitan la sintomatología asociada a la fase tóxica, pero no logran disminuir 
adecuadamente la circulación del microorganismo en la población [55].  
Desde las últimas dos décadas, existe un lento pero permanente resurgimiento de esta 
enfermedad [40]. Aún en países con programas de vacunación extensos y elevada 
cobertura, ha ocurrido un cambio en la epidemiología en lo que se refiere al número y 
rango etario de aparición de casos, con un importante incremento en la proporción de 
casos reportados en adolescentes y adultos. Estudios recientes indican que los 
adolescentes y adultos infectados constituyen un reservorio importante y fuente de 
transmisión para los lactantes y niños parcialmente inmunizados [39, 41, 115].  
El cambio epidemiológico es probablemente multifactorial: inmunidad deficiente contra 
la colonización, inmunoselección de cepas más virulentas dirigida por vacunación y 
esquemas de vacunación inadecuados, entre otros [115, 186]. Un factor particularmente 
importante es que la inmunidad adquirida por vacunación o infección confiere 
protección solo durante un corto plazo (wanning immunity). En el caso de la vacuna 
celular, la inmunidad comienza a declinar luego de 3 a 5 años, con ausencia de 
protección demostrable luego de 10 a 12 años [71]. La duración de la protección con la 
vacuna acelular no ha sido establecida aún, pero aparentemente la inmunidad declinaría 
luego de 4 a 5 años [71, 186].  
Esta tendencia epidemiológica mundial también se registra en Argentina (Fig. 1). A 
pesar de la elevada cobertura de vacunación se detectó un aumento del 46 % en el 
número de casos totales en el 2003 respecto al 2002, registrándose un incremento del 
115 % en menores de 1 año y del 64 % en niños de 2 a 4 años. Esta tendencia continuó 
en los años subsiguientes. Un estudio reciente demostró que, de manera similar a lo 
observado en otros países, las cepas circulantes en la población presentan variaciones 
polimórficas respecto a la cepa vacunal en regiones inmunodominantes de los 
principales antígenos presentes en las vacunas [56]. Mas aún, las variantes alélicas que 
prevalecen coinciden con aquellas que se detectan en todo el mundo, lo cual refuerza la 
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hipótesis de que la circulación permanente de este patógeno en la población permitió la 
inmunoselección de cepas resistentes dirigida por vacunación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 Fig. 1 Número de casos notificados de tos convulsa en Argentina, 1997-2005. 
 
1.3 MANIFESTACIONES CLÍNICAS. 
 
Luego de un período de incubación de 7 a 10 días, pueden definirse tres estadios 
clínicos o fases durante el curso de la enfermedad: catarral, paroxística, y de 
convalecencia [31].  
Durante la fase catarral se presenta catarro, lagrimeo y tos suave. La tasa de contagio es 
muy elevada durante esta fase y en las dos primeras semanas después de la aparición de 
la tos. Superado este periodo (7 a 14 días), la tos empeora en frecuencia y magnitud. La 
fase paroxística se caracteriza por ataques de tos repetidos con múltiples 
expectoraciones violentas durante una exhalación simple (evento paroxístico). Al final 
del paroxismo, ocurre un esfuerzo de inspiración intenso durante el cual sobreviene el 
clásico graznido que dio nombre a esta enfermedad. En conjunción con un paroxismo, 
se observa también cianosis, salivación, lagrimeo y vómitos.  
Entre las complicaciones comunes de esta enfermedad se incluyen: neumonía, otitis 
media, convulsiones, y encefalopatías. La neumonía puede ser un evento primario en 
respuesta a la infección por B. pertussis o puede resultar de una infección secundaria 
con otros patógenos. Las convulsiones y encefalopatía se deben probablemente a la 
hipoxia cerebral asociada con los paroxismos severos.  
La fase paroxística puede durar entre 2 y 8 semanas. La transición a la fase de 
convalecencia es gradual y se asocia con la disminución en frecuencia y severidad de 
los eventos paroxísticos. La convalecencia usualmente perdura 1 a 2 semanas.  
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En infecciones por contacto dentro de grupos familiares, los casos asintomáticos son 
comunes y se presentan como una enfermedad respiratoria leve (catarro, lagrimeo, 
estornudos, conjuntivitis, irritación de la garganta, o tos de más de 21 días de duración) 
[105, 106]. En general, las infecciones inaparentes o afecciones respiratorias leves 
ocurren en niños previamente vacunados o en adultos [42, 77, 78]. El 21 % de los casos 
de tos persistente sin causa aparente se confirman finalmente como tos convulsa. 
La mayoría de los casos de muerte por infección con B. pertussis ocurren en infantes, 
especialmente durante el primer año de vida. La fuente de infección para infantes son  
frecuentemente miembros del grupo familiar, tanto adolescentes como adultos [6, 12, 
36, 46]. Las infecciones neonatales son particularmente severas, con un riesgo de 
muerte cercano al 3 % [11, 43, 88, 117]. En estos casos, el síntoma inicial suele ser 
apnea. Las convulsiones debidas a la hipoxia resultante de la apnea son comunes. En 
infantes, la severidad de la enfermedad y el riesgo de muerte muestran cierta correlación 
con la manifestación de leucocitosis. La tos convulsa causa linfocitosis aguda con 
recuentos de linfocitos > 20.000 células ml-1 [11, 125], particularidad que la caracteriza. 
  
1.4 B. PERTUSSIS: FACTORES Y FASES DE VIRULENCIA. 
 
B. pertussis posee una amplia variedad de factores de virulencia que están asociados con 
su habilidad para infectar al hospedador. La expresión de la mayoría de estos factores de 
virulencia se altera o modula en respuesta a cambios del medio ambiente. Esta 
modulación fenotípica o variación de fase depende del locus bvgAS (bordetella 
virulence genes). BvgA, un regulador transcripcional, y BvgS, un sensor hibrido 
anclado a la membrana interna, conforman un sistema de transducción de señales de dos 
componentes. La activación de BvgAS implica un mecanismo de fosfo-transferencia de 
cuatro pasos (His-Asp-His-Asp) (Fig. 2A) [30, 32]. In vitro, BvgAS se activa cuando la 
bacteria crece a 37 ºC en un medio de cultivo standard y se inactiva a temperaturas de 
cultivo menores a 26 ºC o en presencia de concentraciones milimolares de MgSO4 o 
ácido nicotínico. Las señales in vivo involucradas en la regulación de BvgAS aún no 
han sido esclarecidas. 
Aunque originalmente se identificó como un regulador positivo de la transcripción de 
los genes de virulencia [177], estudios recientes demostraron que BvgAS también 
controla la expresión de cientos de genes diferentes cuyos productos participan en una 
amplia variedad de actividades celulares incluyendo sistemas de transporte y expresión 
de toxinas y adhesinas, metabolismo, y regulación transcripcional [89]. Así, en vez de 
funcionar como un mecanismo de tipo ON/OFF, BvgAS funciona como un “reóstato” 
capaz de controlar la expresión de distintas fases fenotípicas en respuesta a diferencias 
sutiles en las condiciones del medio ambiente [29, 32]. 
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Fig. 2 (A) Fosforilación de BvgAS. BvgS posee dos dominios de unión a proteína de localización periplásmica que 
participan en el reconocimiento de la señal. Cuando se activa (37 ºC), BvgS se autofosforila en la posición His729 del 
dominio autoquinasa. Este grupo fosfato es transferido a la posición Asp1023 en el dominio receptor y luego pasa a la 
posición His1172 en el extremo COOH-terminal del dominio de fosfotransferencia. Finalmente, el grupo fosfato pasa a 
la posición Asp54 de BvgA. Cuando BvgS se inactiva (25 ºC, MgSO4, ácido nicotínico), la fosforilación no ocurre. Se 
desconoce como ocurre la fosforilación en la fase Bvgi (?). (B) Representación de las fases Bvg+, Bvgi y Bvg–. 
Curvas teóricas indicando los niveles de expresión relativos de los genes clase 1, 2, 3 y 4 en cada una de las fases. (C) 
Representación de los promotores de clase 1, 2 y 3. Se indica la posición relativa de los sitios de unión de BvgA 
primarios (1º) y secundarios (2º). Los sitios de unión 1º de alta afinidad presentes en los promotores de los genes fhaB 
y bipA se indican con flechas anchas, mientras que los sitios de unión 1º de baja afinidad presentes en los promotores 
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de los genes bipA y cyaA se indican con flechas angostas. La unión de BvgA-P y ARN polimerasa se representa 
mediante figuras azules y verdes, respectivamente. (Fuente: Jones, A. M. et al. (2006) Molecular Microbiology).   
 
La caracterización in vitro de varios promotores regulados por Bvg indica que los 
miembros de las diferentes clases de genes pueden ser diferencialmente regulados según 
la localización y afinidad de los sitios de unión de BvgA en sus promotores (Fig. 2) [16-
18]. En general, los promotores de genes clase 2 y 3 poseen sitios de unión de BvgA de 
alta afinidad localizados próximos al extremo 5′ y al sitio de unión de ARN polimerasa. 
Estos genes pueden activarse por concentraciones relativamente bajas de BvgA∼fosfato 
(BvgA∼P). En contraste, los promotores de genes clase 1 contienen sitios de unión de 
BvgA de baja afinidad localizados relativamente lejos del sitio de inicio de la 
trascripción y la activación de estos genes requiere concentraciones mucho más 
elevadas de BvgA∼P. En conjunto, la evidencia experimental in vitro sugiere que 
BvgAS controla la expresión de las distintas fases de virulencia regulando la 
concentración intracelular de BvgA∼P [181].  
Al menos tres fases fenotípicas diferentes reguladas por el sistema Bvg han sido 
caracterizadas [30, 32]. Cada una se define por un máximo o mínimo de expresión de 
los genes de cuatro clases diferentes (Fig. 2). La fase avirulenta o Bvg− se caracteriza 
por la ausencia de expresión de los genes vag (virulence activated genes) y la expresión 
de los genes vrg (virulence repressed genes) o de clase 4. La represión de los genes de 
clase 4 (vrg) involucra una proteína represora denominada BvgR. El gen bvgR se 
localiza downstream del locus bvgAS y su expresión es activada por BvgA. La fase 
intermedia o Bvgi se caracteriza por la expresión de los genes clase 2, tales como 
aquellos que codifican algunas adhesinas (hemaglutinina filamentosa, fhaB y fimbrias, 
fim) y el mismo bvgAS; genes de clase 3, de los cuales solo uno (bipA) ha sido 
identificado hasta ahora; y la ausencia de expresión de los genes clase 1 y clase 4. La 
fase virulenta o Bvg+ se caracteriza por la expresión de los genes clase 1, como aquellos 
que codifican toxinas (adenilato ciclasa, cyaA y toxina pertussis, ptxA); genes clase 2; y 
la ausencia de expresión de los genes clase 3 y  clase 4. 
Existe evidencia que sugiere que factores ambientales durante la transmisión persona a 
persona determinan la modulación de B. pertussis de manera tal que al ingresar al nuevo 
hospedador la bacteria se encontraría en fase Bvg− o Bvgi [173]. Así, durante los 
primeros estadios de colonización este patógeno podría no expresar las proteínas 
codificadas por los genes vag (bacteria en fase Bvg−). Más tarde, la expresión de 
adhesinas (Bvgi), inducidas por un cambio en las condiciones ambientales, favorecería 
la interacción con las células del epitelio respiratorio. Superada esta etapa, la expresión 
de toxinas propias de la fase Bvg+ resultaría en la alteración de los mecanismos de 
defensa del hospedador. La expresión de toxinas se relaciona con la fase aguda de la 
infección y la sintomatología típica de la enfermedad. La modulación podría ser 
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relevante durante la infección favoreciendo la sobrevida dentro del hospedador en 
nichos aún no determinados.  
No todos los factores de virulencia son regulados por el locus Bvg. Para cada una de las 
posibles fases o fenotipos definidos previamente debe considerarse la expresión de otros 
factores de virulencia, algunos de ellos conocidos y otros desconocidos aún. Hasta hoy, 
no se sabe exactamente cual es la fase o fases predominantes en el fenotipo in vivo o 
fenotipo infectante.  
 
1.4.1.  FACTORES DE VIRULENCIA REGULADOS POR EL SISTEMA BVG. 
 
1.4.1.1. Hemaglutinina Filamentosa (FHA). 
 
FHA es una proteína fibrilar de 2-4  nm de diámetro y 100 nm de longitud que puede 
estar asociada a la superficie o ser secretada al medio extracelular [116]. El gen fhaB, 
que codifica FHA, pertenece al grupo de genes clase 2 y se expresa tanto en fase Bvg+ 
como Bvgi [17, 153]. FHA es sintetizada como un precursor de 367 kDa, FhaB, el cual 
sufre varias modificaciones hasta generar la proteína madura FHA de ∼232 kDa. Esta 
proteína es exportada a través de la membrana citoplasmática por un sistema 
dependiente de péptido señal (Sec signal peptide-dependent pathway) [67, 94]. Su 
transporte y secreción a través de la membrana externa requiere una proteína accesoria, 
FhaC. Ambas proteínas conforman un sistema de secreción de dos componentes (two-
partner secretion (TPS) system) [87]. FHA puede ser liberada al medio extracelular. La 
liberación de FHA es dependiente de su maduración y clivaje mediado por la proteasa 
SphB1 [33].  
Estudios in vitro empleando diferentes líneas celulares de mamíferos sugieren que FHA 
contiene al menos 3 dominios involucrados en la adhesión de B. pertussis a las células 
del hospedador. El triplete Arg-Gly-Asp (RGD) promueve la unión a integrinas 
presentes en leucocitos (LRI, αvβ3 y IAP, CD47), y al receptor CR3 (CD11b/CD18, 
αMβ2) el cual se expresa en macrófagos, leucocitos polimorfonucleares (PMNs) y otros 
tipos celulares [90, 147, 156]. Específicamente, el dominio RGD de FHA participa en la 
unión con la integrina VLA-5 (very late antigen 5, α5β1) de células epiteliales 
bronquiales [91]. La interacción entre VLA-5 y RGD induce la activación de NF-κB, lo 
cual provoca un incremento en la expresión de la molécula de adhesión ICAM-1 
(epithelial intercelular adhesión molecule 1) [92, 93]. ICAM-1 participa en el 
reclutamiento de leucocitos y  su activación en el sitio de infección. FHA también posee 
un dominio de interacción con carbohidratos (CRD), el cual media la adhesión a células 
epiteliales respiratorias ciliadas y macrófagos in vitro [144]. Además, FHA presenta 
actividad de unión tipo lectina con afinidad por heparina y otros carbohidratos 
sulfatados, involucrada en la adhesión a células epiteliales no ciliadas [123].  
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1.4.1.2. Fimbrias (Fim).  
 
Las fimbrias son estructuras proteicas poliméricas de tipo filamentoso que se localizan 
en la superficie de B. pertussis. Existen dos serotipos de subunidad mayor de fimbria, 
Fim2 y Fim3, que comparten una subunidad menor común denominada FimD [129]. El 
gen fimD forma parte del operón fimBCD, el locus funcional para la biosíntesis de 
fimbria [64, 180]. Varios estudios sugieren que Fim interviene en la adhesión al epitelio 
respiratorio a través de Fim2 y Fim 3, y a monocitos por medio de FimD [75, 76, 130]. 
Fim interacciona también con azúcares sulfatados que se encuentran comúnmente en el 
tracto respiratorio como heparina, condroitin y dextrano [63]. Estudios realizados por 
Hazenbos et al. [75, 76] sugieren que FimD interviene en la adhesión de B. pertussis no 
opsonizada a VLA-5 en la superficie de monocitos provocando un aumento de 
expresión de CR3, lo cual incrementa los sitios de interacción para FHA. 
 
1.4.1.3. Pertactina (Prn) y otros Autotransportadores. 
 
Estas proteínas pertenecen a la familia de proteínas asociadas a la superficie bacteriana 
o secretadas al medio extracelular que dirigen su propia exportación a través de la 
membrana externa (autotransporter secretion system) [84]. Prn, una proteína de 69 
kDa, posee un dominio RGD así como regiones ricas en prolina y repeticiones de 
leucina, ambos dominios potencialmente involucrados en la adhesión de la bacteria al 
hospedador [37, 49]. TcfA (originalmente clasificado como un factor de colonización 
traqueal) [57], BrkA [53], SphB1 [33] y Vag8 [58], son algunos de los 
autotransportadores identificados en Bordetella que poseen en su secuencia uno o más 
dominios RGD potencialmente involucrados en la adhesión bacteriana. SphB1 es una 
lipoproteína con actividad serin-proteinasa tipo subtilisina que es esencial para el clivaje 
y maduración de FHA [33]. Como Prn y SphB1, BrkA, un autotransportador que posee 
una doble funcionalidad intrínseca (poro secretor y chaperona intramolecular) [137, 
138], permanece asociado con la superficie bacteriana. Se ha postulado que BrkA 
proporciona a B. pertussis cierta resistencia contra la acción del complemento 
dependiente de anticuerpos [53]. A diferencia de los autotransportadores nombrados 
anteriormente, TcfA es procesada y secretada al medio extracelular como una proteína 
madura de 60 kDa a partir de un precursor asociado a la célula de 90 kDa [57].  
La finalización del proyecto genoma de B. pertussis (Sanger Center, 
www.sanger.ac.uk/Projects/B_pertussis) permitió identificar 9 nuevos genes que 
codifican posibles autotransportadores, algunos de los cuales estarían regulados por el 
Bvg (Tabla 1). Algunos de ellos comparten similitud de secuencia con enzimas de tipo 
proteasas, mientras que otros están relacionados con proteínas de adhesión. 
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                                        Tabla 1. Autotransportadores de B. pertussis. 
Nombre N° AA RGD ▀ Bvg▲ Homología o Referencia 
Prn 910 2 + [50] 
TcfA 672 1 + [57] 
BrkA 1010 2 + [54] 
Vag8 915 1 + [58] 
Phg 418 0 0 [3] 
AidB 903 0 0 [3] 
SphB1 931 0 + [3] 
SphB2 989 0 0 [3] 
SphB3 1076 0 0 [3] 
BatA 358 0 ND Tcf 
BatB 2300 2 ND ShdA S. typhimurium 
BatC 864 1 ND ShdA S. typhimurium 
BatD 908 0 ND Prn 
BatE 759 1 ND Prn 
N° AA, Número de aminoacidos.▀, Número de secuencias RGD.▲, Regulación sistema Bvg:  
                                        +, regulado por Bvg; 0, no regulado por Bvg;  ND, no determinado. 
 
1.4.1.4. Toxina Adenilato Ciclasa (ACT). 
 
ACT es una proteína bifuncional con actividad adenilato ciclasa y hemolisina. 
Pertenece a la familia de citotoxinas formadoras de poros y dependientes de calcio 
denominadas toxinas RTX (repeats-in-toxins) [151, 178]. ACT es sintetizada como una 
pro-toxina monomérica de 1706 aminoacidos (AA) a partir del gen cyaA. El resto de los 
genes del operon cyaABCDE participan en la secreción y activación de ACT. Su 
actividad catalítica adenilato ciclasa se localiza dentro de los 400 AA del extremo amino, 
mientras que los 1300 AA restantes del extremo carboxilo poseen la actividad hemolítica 
y participan en la liberación del dominio catalítico en el citoplasma de células eucariotas 
[65, 85, 149, 150]. A diferencia de otras toxinas de su clase, la mayor parte de ACT 
permanece asociada a la superficie y solo una pequeña proporción se libera al medio 
externo. Estudios recientes indican que FHA juega un rol importante en la retención de 
ACT en la membrana celular [187]. La glicoproteína de superficie CD11b en la célula 
blanco sirve de receptor de la toxina madura [48, 70]. Una vez dentro de la célula 
blanco, ACT es activada por calmodulina [182] y cataliza la producción de AMPc en 
cantidades suprafisiológicas [27, 72, 73, 132]. Sorprendentemente, ACT anclada en la 
membrana bacteriana no es responsable de la intoxicación de las células del hospedador; 
estudios recientes demostraron que la intoxicación requiere el contacto entre la bacteria 
y la célula blanco y la secreción activa de ACT [66]. El incremento de AMPc interfiere 
con los mecanismos de transmisión de señales en células del sistema inmune y modula 
diferentes funciones efectoras, incluyendo la respuesta oxidativa, lo cual favorece la 
persistencia bacteriana [26]. In vitro, ACT induce apoptosis en macrófagos y disminuye 
la producción de TNF-α en monocitos y neutrófilos [99, 132, 140]. Se ha postulado que 
esta toxina funciona como un factor anti-inflamatorio y anti-fagocítico durante la 
infección inhibiendo las funciones de las células efectoras del sistema inmune. 
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1.4.1.5. Toxina Dermonecrótica (DNT).  
 
DNT, una toxina de tipo A-B de 140 kDa, se compone de un dominio amino-terminal 
de unión al receptor y un dominio enzimático carboxilo-terminal [35, 188]. DNT causa 
la poliaminación y desaminación de GTPasas Rho intracelulares, que regulan varios 
procesos celulares incluyendo la reorganización del citoesqueleto y diferenciación 
celular entre otros [62]. Debido a la acción de DNT, las GTPasas permanecen activas 
constitutivamente, lo cual provoca la intoxicación celular. Aunque el receptor de DNT 
no ha sido identificado, se sabe que esta toxina es internalizada vía endocitosis y luego 
clivada por endoproteasas como furina, lo cual es indispensable para su actividad [113].  
 
1.4.1.6. Toxina Pertussis (PT).  
 
Esta toxina, exclusiva de B. pertussis, posee la estructura clásica tipo A-B de las 
exotoxinas bacterianas. Está compuesta por seis polipéptidos designados S1 a S5, 
codificados por los genes ptxA a ptxE, respectivamente [104, 135]. El polipéptido S1 
constituye la subunidad A con actividad enzimática ADP ribosiltransferasa NAD-
dependiente, mientras la subunidad B se compone de los polipéptidos S2, S3, S4 y S5 
ensamblados en una proporción 1:1:2:1 [135, 164]. La secreción a través de la 
membrana externa requiere un aparato de transporte especializado compuesto por nueve 
proteínas denominadas Ptl (pertussis toxin liberation) [52, 174]. Una vez dentro de la 
célula, probablemente vía endocitosis mediada por receptores, la subunidad B se 
intercala con la membrana citoplasmática y une ATP, lo cual provoca la liberación de la 
subunidad activa S1 [96]. Esta subunidad inactiva a la proteína Gi mediante ADP-
ribosilación, lo cual bloquea la inhibición de la adenilato ciclasa eucariota y la 
activación de los canales de K+ [97, 163]. Los efectos biológicos atribuidos a la 
alteración de los patrones de señalización que esta toxina provoca se suman a la acción 
de ACT provocando la sensibilización a histamina, linfocitosis, aumento de la secreción 
de insulina en respuesta a señales reguladoras, hipoglucemia y efectos inmunológicos 
tanto supresores como estimuladores [133, 141]. Por ejemplo, PT inhibe la quimiotaxis, 
respuesta oxidativa y liberación de enzimas lisosomales en neutrófilos y macrófagos 
[24, 100].  
 
1.4.2.  FACTORES DE VIRULENCIA NO REGULADOS POR EL SISTEMA BVG. 
 
1.4.2.1. Citotoxina Tranqueal (TCT).  
 
TCT es un producto resultante de la degradación del peptidoglicano presente en la 
pared bacteriana y liberado durante el crecimiento de B. pertussis [107]. A diferencia de 
otras bacterias Gram-negativas, que reciclan el peptidoglicano por transporte al 
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citoplasma vía la proteína integral de membrana AmpG, Bordetella spp. libera este 
producto al medio externo debido a que carece de AmpG [28, 152]. TCT causa 
disfunción (ciliastosis) y muerte de células epiteliales ciliadas [179]. La destrucción de 
las células ciliadas estaría relacionado con el incremento en la producción de oxido 
nítrico (ON) [59]. Se ha postulado que, in vivo, TCT estimula la producción de IL-1α en 
células secretoras de mucus no ciliadas, lo cual controla positivamente la expresión de 
la enzima ON sintetasa [59]. El oxido nítrico provoca la depleción del hierro intracelular 
lo cual deriva en la inactivación de enzimas que contienen hierro importantes para la 
respiración mitocondrial y la síntesis de DNA. Como resultado de esta intoxicación 
celular, la unión entre células epiteliales se ve comprometida y ocurre la extrusión de 
células ciliadas. TCT actúa sinérgicamente con LPS induciendo la producción de ON en 
el epitelio respiratorio [60].   
 
1.4.2.2. Lipopolisacarido (LPS).  
 
Como otras bacterias Gram-negativas, B. pertussis posee LPS en su membrana externa, 
una potente endotoxina bacteriana. La misma está constituida por una parte lipídica 
(lípido A) anclada a la membrana y un núcleo oligosacárido. No posee antígeno O 
(cadena de polisacáridos), característico del LPS de la mayoría de las bacterias Gram-
negativas. El locus wlb, compuesto por doce genes (wlbA a wlbL) es el encargado de su 
biosíntesis y ensamblado [145]. El LPS de B. pertussis es pirogénico, mitogénico e 
histaminosensibilizante, siendo el lípido A de esta molécula la fracción endotóxica 
principal [4, 134, 175]. En combinación con otras toxinas activas, especialmente PT, 
LPS es responsable de la reactogenicidad y efectos adyuvantes de la vacuna celular. En 
contacto con células epiteliales, macrófagos y otras células del sistema inmune induce la 
expresión de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1β, TNF-α, IL-12 y IL-8) lo cual conduce 
a la toxicidad sistémica o “shock inducido por endotoxina” [175]. Por otra parte, el LPS 
protege a B. pertussis de los efectos de la proteína surfactante A (SP-A) presente en el 
epitelio respiratorio [157]. Presumiblemente, la particular conformación (ausencia de 
antígeno O) del LPS, impide a SP-A interactuar con esta molécula obstaculizando la 
eliminación de la bacteria del tracto respiratorio.  
 
1.4.2.3. Sistemas de Captura de Hierro.  
 
Una de las barreras contra microorganismos invasores que conforman el sistema de 
inmunidad innata del hospedador es la baja disponibilidad de hierro (Fe) libre. En 
mamíferos, el Fe intracelular se encuentra en la forma de hemoproteínas, mientras que 
el Fe extracelular se haya unido a glicoproteínas como transferrina (TF) en el suero y 
lactoferrina (LF) en otras secreciones. La presencia de estas proteínas quelantes 
determina que la concentración de Fe libre (< 10-18 M) sea insuficiente para permitir el 
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desarrollo microbiano. Sin embargo, los microorganismos cuentan con mecanismos que 
les permiten superar la restricción de Fe impuesta por el hospedador [69, 102]. Entre 
estos se encuentran la producción y utilización de quelantes de Fe de bajo peso 
molecular, denominados sideróforos, la utilización de sideróforos producidos por otras 
bacterias patógenas (xenosideróforos) y la expresión de receptores de superficie 
específicos para proteínas que contienen Fe en su estructura, como por ejemplo 
transferrina, lactoferrina y hemoglobina [176]. Los sideróforos poseen una gran afinidad 
por Fe que les permite extraer este metal de las proteínas quelantes presentes en el 
hospedador.  
B. pertussis produce alcalignina, un sideróforo tipo hidroxamato, pero también puede 
utilizar xenosideróforos. Así, los sideróforos producidos por bacterias comensales o 
colonizadoras temporarias de la cavidad nasofaríngea pueden proveer una fuente de 
hierro adicional para B. pertussis. A medida que progresa la infección, la extravasación 
de células inmunes, eritrocitos y suero a la superficie de la mucosa aumenta debido 
principalmente a la acción de las toxinas sobre el epitelio respiratorio. El suero y otros 
compuestos con grupos hemo, tales como hemoglobina y haptoglobina, liberados como 
consecuencia del daño y lisis de las células epiteliales proveen una fuente de Fe 
importante durante los estadios posteriores a la colonización.  
Menozzi et al. [122] demostraron que B. pertussis es capaz de utilizar lactoferrina y 
transferrina como fuentes de hierro. Estos investigadores identificaron posibles 
proteínas de unión a lactoferrina y transferrina empleando cromatografías de afinidad. 
Sin embargo, el reciente análisis de la secuencia del genoma de B. pertussis indica que 
este organismo carece de genes que codifiquen posibles receptores para lactoferrina y 
transferrina. Por lo tanto, la adquisición de hierro a partir de estas glicoproteínas 
probablemente requiera un sideróforo, como alcalignina, o un xenosideróforo presente 
en la mucosa del hospedador. 
En B. pertussis, así como en otras bacterias Gram-negativas, la expresión de la mayoría 
de los genes que codifican sistemas de captura de Fe se reprime cuando la concentración 
intracelular de Fe aumenta [23]. El regulador transcripcional Fur (Ferric uptake 
regulator) que emplea Fe como co-represor cumple esta función [9]. Cuando la bacteria 
se encuentra en un entorno limitado en hierro, su reserva de Fe intracelular se agota, 
resultando en la de-represión de los genes para la adquisición de Fe. Existen sistemas de 
captura de Fe que requieren la regulación transcripcional positiva, en el cual la máxima 
expresión de sus genes sucede en presencia de la respectiva fuente de Fe [23].  
B. pertussis utiliza al menos tres fuentes de hierro cuyos sistemas de expresión y 
regulación han sido caracterizados, ellas son: el sideróforo alcalignina, el 
xenosideróforo enterobactina, y el grupo hemo.  
El sideróforo tipo hidroxamato Alcalignina [131] forma un complejo estable a pH 
neutro con iones ferricos en una relación molar 3:2 (Fe2Alc3). Los genes involucrados 
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en la biosíntesis y regulación de alcalignina se agrupan en el operon alcABCDE [142]. 
El gen alcS, localizado inmediatamente downstream del operon alc, codifica una 
permeasa que exporta monomeros de alcalignina fuera de la bacteria [22]. La expresión 
de alcS es independiente de la región que controla el operon alc y no reprimible por 
hierro [95]. Así, AlcS regula la acumulación intracelular de alcalignina que de otra 
forma resultaría toxica para la bacteria. FauA es el receptor de membrana externa 
dependiente de TonB requerido para el ingreso de alcalignina ferrica [10, 20, 21]. El 
complejo TonB/ExbB/ExbD, referido como sistema TonB, interactúa con la mayoría 
de los receptores de membrana externa involucrados en la captura de hierro y provee la 
energía requerida para la transferencia de Fe+3 al periplasma [23, 128]. La expresión del 
operon tonB-exbBD de B. pertussis se activa también en condiciones de limitación en 
hierro [143]. El gen fauA se transcribe a partir de su propio promotor regulado por Fur 
y depende del regulador AlcR y de alcalignina como inductor para su máxima expresión 
(Fig. 3). AlcR es el activador transcripcional de los genes para la biosíntesis de 
alcalignina. El gen que codifica AlcR, alcR, también posee un promotor regulado por 
Fur. Cuando la represión mediada por la proteína Fur se libera en limitación de hierro, 
la expresión de fauA y del operon alc se activa por AlcR. La activación transcripcional 
mediada por AlcR requiere alcalignina como inductor formando así un circuito de 
control autógeno positivo que controla su propia síntesis y transporte.  
 
 
Fig. 3 Modelo del 
mecanismo molecular de 
la regulación 
transcripcional del 
operon 
alcABCDE/alcRS/fauA de 
B. pertussis. En 
presencia de hierro [Fe 
(+)] la proteína represora 
Fur impide la transcripción 
de los genes alcR y fauA. 
En ausencia de hierro [Fe 
(-)] se activa la 
transcripción de los genes 
alcR y fauA. La proteína 
reguladora AlcR induce la 
expresión basal del operón 
alcABCDE necesario para 
la biosíntesis de 
alcalignina. En ausencia 
de hierro y presencia de 
alcalignina [Fe (-) + 
alcalignina], la cual actúa 
como inductor, la 
transcripción del gen fauA 
y del operón alcABCDE 
alcanza el máximo nivel. 
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El análisis del genoma de B. pertussis revela la presencia de al menos 10 genes que 
codifican potenciales receptores de sideróforos exógenos (Tabla 2). Entre estos se 
incluye BfeA, el cual une enterobactina. La secuencia aminoacídica de BfeA exhibe 
fuerte homología con otros receptores de enterobactina, entre ellos, PfeA de 
Pseudomonas aeruginosa, IroN de Salmonella enterica y FepA de Escherichia coli 
[23]. La adquisición de un nutriente limitante sin el costo energético de la biosíntesis y 
secreción de un sideróforo representa una ventaja competitiva importante para B. 
pertussis. Inmediatamente downstream del gen bfeA, se localiza el gen bfeB. BfeB 
pertenece a la superfamilia de α/β hidrolasas, y posiblemente participa en el transporte 
de enterobactina a través de la membrana citoplasmática [23]. El gen bfeR codifica una 
proteína reguladora perteneciente a la superfamilia de reguladores transcripcionales 
dependientes de hierro tipo AraC/XylS, la cual incluye también a AlcR. El regulador 
BfeR es necesario para la transcripción en respuesta a enterobactina de bfeB [2].  
 
               Tabla 2. Receptores de B. pertussis dependientes de TonB involucrados en la captura de hierro. 
Receptor Locus* Fuente de Fe, homología, Referencia 
Receptores caracterizados de especificidad conocida 
FauA BP2463 Alcalignina, ND, [20] 
BfeA BP2901 Enterobactina, ND, [9] 
BhuR BP0347 Hemo, ND, [170] 
Receptores de especificidad desconocida 
BfrB BP2016 ND, Y. enterocolitica receptor FcuA Q05202, [8] 
BfrC BP3663 ND, Vibrio anguillarum receptor FatA P11461, [8] 
BfrD BP0856 ND, P. aeruginosa Fiu Pa4514, [139] 
BfrE BP0857 ND, P. aeruginosa Fiu Pa4514 
BfrF BP0736 ND, E. coli FhuA NP_414692 
BfrG BP2922 ND, E. coli FhuA NP_414692 
BfrH BP1138 ND, E. coli FhuA, Burkholderia cepacia OrbA, AF013993 
BfrI BP1962 ND, P. aeruginosa FiuA AF051691; Salmonella typhimurium FhuA Y14025 
HemC BP0456 ND, Haemophilus ducreyi TdhA receptor hemo AAC35765 
                  * Secuencia Genoma B. pertussis Wellcome Trust Sanger Institute (http://www.sanger.ac.uk);  
                     BP, Bordetella pertussis; ND, No Determinada. 
 
Los genes que codifican proteínas involucradas en el transporte y utilización de 
compuestos con grupos hemo se agrupan en el cluster bhuRSTUV (Bordetella heme 
utilization) [170-172]. Los genes bhu de Bordetella son similares a aquellos presentes 
en sistemas de captura de hemo de otros patógenos Gram (-) entre ellos, P. aeruginosa, 
Yersinia pestis, Y. enterocolitica, Shigella dysenteriae y Vibrio cholerae. BhuR es el 
receptor de membrana externa para moléculas de hemina (grupo hemo), que forman 
parte de la estructura de hemoproteínas como hemoglobina o mioglobina. La 
producción de este receptor en bacterias sometidas a limitación de hierro se incrementa 
en presencia de hemo. Las proteínas BhuT, una proteína de unión a hemo periplásmica, 
BhuU, una permeasa de membrana citoplasmática y BhuV o proteína de unión a ATP, 
participan en la internalización de hemo. La proteína BhuS se asemeja a la proteína 
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ShuS de S. dysenteriae, la cual presuntamente secuestra el hemo internalizado evitando 
la toxicidad por acumulación citoplasmática. La proteína HurI es un factor σ ECF y 
HurR es el factor anti-σ localizado en la membrana citoplasmática. Los genes hurI y 
hurR se localizan inmediatamente upstream del locus bhuRSTUV. La proteína Fur 
reprime el promotor de hurI. Así, cuando Bordetella se enfrenta a condiciones de 
limitación de hierro, la derepresión de Fur del promotor de hurI activa la transcripción 
de hurIR y de bhuRSTUV (Fig. 4). Esto permite la producción de niveles basales de la 
maquinaria de transporte de hemo, incluido el receptor BhuR requerido tanto para 
censar hemo como para su transporte de hemo al interior de la bacteria. En estas 
condiciones, el factor anti-σ HurR se encontraría unido a HurI manteniéndolo en un 
estado inactivo. Cuando el receptor de membrana externa BhuR une hemo, la señal se 
transmite a través del periplasma vía el contacto entre BhuR y HurR (Fig. 5). La 
interacción BhuR-HurR libera el factor HurI permitiendo su asociación con ARN 
polimerasa y la transcripción de bhuR. Así, los genes bhu son regulados positivamente 
por HurIR, BhuR y hemo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Modelo del mecanismo molecular de la regulación transcripcional del operon hurIR/bhuRSTUV de B. 
pertussis. En presencia de hierro [Fe (+)] la proteína Fur impide la transcripción de los genes hurIR. La transcripción 
de los genes hurIR se activa en ausencia de hierro [Fe (-)]. En estas condiciones se detectan niveles basales de 
transcripción del operon bhuRSTUV, lo cual permite la producción de la maquinaria de transporte de grupo hemo 
incluido el receptor BhuR. En ausencia de hierro y presencia de grupo hemo, el receptor BhuR une hemo. La señal se 
transmite a la proteína citoplasmática HurR asociada al receptor BhuR en la membrana interna. Esto libera al factor 
sigma HurI, el cúal se une a la ARN polimerasa y activa la trasnscripción del operón bhuRSTUV a nivel máximo. 
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La habilidad de B. pertussis para activar selectivamente la expresión de diferentes 
sistemas de captura de hierro contribuye a su capacidad de adaptarse y multiplicarse 
efectivamente en el dinámico medio ambiente del hospedador durante el curso de la 
infección. Cada una de las señales o inductores (Fe, sideróforos, hemo) es utilizada para 
integrar la información que procede de las condiciones de entorno del patógeno, de 
modo de priorizar la expresión de sistemas de captura de hierro más efectivos (Fig. 5). 
La expresión de estas proteínas es crítica para la supervivencia de B. pertussis y la 
colonización del hospedador.  
 
Fig. 5 Sistemas de Captura de Hierro de B. pertussis. La respuesta a las fluctuaciones en la disponibilidad de hierro 
se controla mediante un complejo sistema que involucra la proteína represora Fur, el regulador transcripcional positivo 
AlcR, el regulador transcripcional de los genes involucrados en la utilización de enterobactina BfeR, y los reguladores 
positivos de la expresión de los genes para la utilización de hemo HurIR. La producción de los reguladores positivos es 
reprimida por Fur, sujeta a la disponibilidad de su co-represor hierro, y la actividad de estos reguladores positivos es 
modulada por la presencia de sus inductores específicos. En el caso de los reguladores AlcR y BfeR, la señal inductora 
(deferrisideróforos) se percibe intracelularmente, mientras que la expresión del factor Sigma ECF HurI se activa cuando 
el receptor extracelular de hemo BhuR une hemo. BfeR y AlcR responden a sus inductores, enterobactina y alcalignina 
respectivamente, los cuales son internalizados por un mecanismo desconocido e independiente de sus respectivos 
receptores de membrana TonB-dependientes BfeA y FauA. La exportación de alcalignina mediante la proteína AlcS es 
fundamental en el proceso de detección de esta molécula dado que modifica la concentración intracelular de este 
inductor. (Fuente: Brickman, T. J. et al. (2007) Biometals). 
 
1.5 PATOGÉNESIS E INMUNIDAD. 
 
La colonización del epitelio implica una compleja serie de eventos entre los que se 
incluye la adhesión, el daño tisular y la eventual invasión celular que finalmente podría 
conducir a la persistencia del microorganismo dentro del hospedador, aunque este 
último aspecto aún está en discusión. Estos eventos son modulados por la interacción de 
los factores de virulencia con los receptores celulares del hospedador, un fenómeno 
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multifactorial y dinámico donde las señales se transmiten desde el patógeno hacia el 
hospedador y viceversa.  
En el caso de B. pertussis, la infección se inicia con la adhesión a las células epiteliales 
del tracto respiratorio superior. Varios factores característicos de la fase virulenta han 
sido implicados como mediadores de este evento inicial (FHA, Fim, PT, LPS, TcfA, 
BrkA, Vag8, y Prn) [31, 98, 133, 168]. La redundancia en proteínas con actividad tipo 
adhesina evidentemente contribuye al proceso de adhesión. Un evento primario durante 
la colonización es la inducción de ciliastosis la cual, junto con el daño al epitelio 
respiratorio y la acumulación de mucus, dificulta la eliminación del microorganismo. Se 
ha postulado que la liberación de FHA al medio extracelular, mediada por la proteasa 
sphB1, podría favorecer la dispersión de la bacteria desde las microcolonias iniciales a 
nuevos sitios en el tracto respiratorio [34].  
Recientemente, varios grupos de investigación incluido el nuestro mostraron que B. 
pertussis puede invadir y sobrevivir dentro de células del hospedador, incluyendo 
macrófagos, neutrófilos y células epiteliales respiratorias [7, 51, 61, 74, 82, 91, 156]. Al 
menos dos de las toxinas de B. pertussis, ACT y PT, afectan profundamente el resultado 
de la interacción con este tipo de células [132, 133]. Específicamente, ACT provoca la 
intoxicación de neutrófilos catalizando la producción excesiva de AMPc e inhibe la 
activación de células inmunes. Se cree que PT disminuye el reclutamiento de neutrófilos 
polimorfonucleares (PMNs) al sitio de infección mediante la modulación de producción 
de citoquinas y quimioquinas en células epiteliales y macrófagos. Como consecuencia 
de los efectos de PT y ACT, B. pertussis podría evadir la inmunidad innata temprana 
durante la colonización. El daño tisular local a las células epiteliales ciliadas se adjudica 
a la citotoxina traqueal (TCT), la toxina dermonecrótica (DNT) y en menor medida a 
ACT [62, 108]. 
La invasión y sobrevida intracelular ha sido postulada como uno de los mecanismos de 
persistencia de B. pertussis. Otro mecanismo de persistencia propuesto es la formación 
de biofilm. Estudios recientes realizados por investigadores de nuestro Instituto, 
demuestran que B. pertussis es capaz de formar biofilm in vitro [14, 158]. El biofilm se 
define como una comunidad de microorganismos sésiles, células que están 
irreversiblemente adheridas a una superficie o unas con otras, embebida en una matriz 
de sustancia polimérica extracelular (EPS) [47]. El EPS que B. pertussis desarrolla 
durante su crecimiento en biofilm in vitro se compone principalmente de polisacáridos 
(con ácidos urónicos), LPS y proteínas [14]. En B. pertussis, como en otros patógenos 
tales como Escherichia coli [185], Shygella dysenteriae [146], Staphylococcus 
epidermis [159] y Peudomonas aeruginosa [121], la capacidad de desarrollar biofilm 
puede contribuir a la patogénesis y desempeñar un rol importante en la evasión de los 
mecanismos de inmunidad y en la persistencia a largo plazo dentro del hospedador. Así 
como ocurre con otros determinantes de virulencia en B. pertussis, el desarrollo de 
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biofilm está regulado por el sistema Bvg, al menos en condiciones in vitro [127]. 
Mishra et al. (2005) sugieren que el control mediado por Bvg en el desarrollo de biofilm 
opera en una etapa inmediata posterior a la adhesión inicial de la bacteria y que 
probablemente sea requerido para la producción de estructuras de superficie que 
permitan la interacción célula-célula, y la posterior formación de microcolonias. Estos 
investigadores también sugieren que el desarrollo de biofilm en un nicho particular, 
especialmente en la cavidad nasofaringea o en un lapso específico durante la infección 
respiratoria, permitiría a B. pertussis escapar a las defensas del sistema inmune y 
persistir en el hospedador. 
En cuanto al desarrollo de inmunidad en un hospedador no inmune pueden diferenciarse 
tres etapas: el reconocimiento de los componentes bacterianos por las células del 
sistema de inmunidad innata y adquirida, la producción de mediadores solubles, y el 
reclutamiento y activación de moléculas y células efectoras (Fig. 6). 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       Fig. 6 Desarrollo de inmunidad contra B. pertussis en hospedadores no inmunes. 
 
Cuando B. pertussis ingresa al tracto respiratorio se adhiere a células epiteliales ciliadas 
y es eventualmente reconocida y capturada por células del sistema de inmunidad innata, 
tales como macrófagos (M∅), células dendríticas (DC), células γδ-T, células natural 
killer (NK) o células T naive (NT) [126]. Las DC procesan y presentan los antígenos 
bacterianos a las células T. La producción de interleuquinas (IL-12 e IL-18) por DC, 
M∅ y NT deriva en una respuesta de células T subtipo Th1. El interferón gamma (IFN-
γ), secretado en la fase temprana de la infección por las células de inmunidad innata y 
más tarde por las células Th1, estimularía el reclutamiento y activación de macrófagos y 
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neutrófilos. Sin embargo, numerosos estudios indican que, como se mencionó 
anteriormente, varios de los factores de virulencia de B. pertussis modulan la respuesta 
inmune del hospedador favoreciendo la sobrevida de este patógeno (Tabla 3). Por 
ejemplo, durante los primeros estadios de la infección la respuesta Th1 local es 
suprimida debido a los efectos de la interleuquina-10 (IL-10) secretada por M∅ y DC 
estimulados por FHA [15, 119]. El oxido nítrico (NO) y las citoquinas proinflamatorias, 
IL-1β y TNF-α, inducidas por las toxinas bacterianas, especialmente LPS y TCT, 
contribuyen al reclutamiento de fagocitos profesionales, pero también median el daño 
local en pulmón y son responsables de muchos de los efectos sistémicos y neurológicos 
de esta infección [79, 118, 154, 183, 184].  
 
      Tabla 3. Actividad inmunomoduladora de los factores de virulencia de B. pertussis. 
Factor de virulencia Tipo celular Efecto modulador Referencia 
 células T 
induce producción de IL-2 e IFN-γ, 
aumenta la expresión de CD28, [103, 154, 160] 
  inhibe quimiotaxis  
PT células NK inhibe quimiotaxis [1] 
 células B reduce la vida media celular [109] 
 macrófagos induce producción de IL-1β y ON, inhibe quimiotaxis 
[120, 154, 155, 166, 
184] 
 neutrófilos inhibe quimiotaxis [160] 
LPS macrófagos 
induce expresión de IL-1β, TNF-α, IL-6 
IL-12 e IL-18 [110] 
  induce producción de ON [184] 
TCT 
celulas 
epiteliales 
induce expresión de IL-1 y producción de 
ON [80, 81] 
 neutrófilos inhibe quimiotaxis y metabolismo oxidativo [167] 
 monocitos induce apoptosis [68] 
 macrófagos inhibe respuesta oxidativa y muerte intracelular [112, 140] 
ACT  inhibe producción de aniones superoxido [136] 
 neutrófilos induce producción de TNF-α [136] 
  inhibe fagocitosis, inhibe fusión fagosoma-lisosoma [161] 
FHA macrófagos 
inhibe producción de IL-12, induce 
producción de IL-6 e IL-10 [119] 
  inhibe procesamiento y presentación de antígeno [15] 
Prn macrófagos inhibe producción de IL-12 (junto con FHA) [119] 
Fim macrófagos induce producción de ON y expresión de CR3 [76, 184] 
        Fuente: Mattoo, S. & Cherry, J. D. (2005) Clin. Microbiol. Rev. 
 
Estudios recientes señalan la importancia del receptor tipo Toll 4 (Toll-like receptor; 
TLR4) en la inducción de inmunidad innata contra B. pertussis [5, 86]. TLR4 reconoce 
LPS presente en bacterias Gram (-), incluida B. pertussis [86, 111]. Higgins et al. 
(2003), demostraron que la infección con B. pertussis es más severa en ratones 
deficientes en la expresión de TLR4 y que la señalización vía TLR4 induce la 
producción de IL-10 en DC en respuesta a la infección con B. pertussis, lo cual podría 
inhibir la respuesta inflamatoria y limitar la patología en el aparato respiratorio. Por otra 
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parte, los estudios realizados por otro grupo de investigación indican un patrón de 
respuesta dependiente de TLR4 diferencial entre B. pertussis y B. bronchiseptica [111]. 
En la infección con B. pertussis los niveles de citoquinas proinflamatorias son menores, 
lo cual parece estar relacionado con la estructura del LPS de B. pertussis y/o la 
producción de PT [111]. Durante la adaptación de B. pertussis a hospedadores humanos, 
la modulación de la respuesta generada por TLR4 podría haber resultado benéfica para 
ambos, patógeno y hospedador, limitando los mecanismos de eliminación bacteriana y 
reduciendo la patología mediada por la inmunidad. 
La presencia de anticuerpos anti-B. pertussis cumple un rol fundamental en la 
protección contra esta infección [38, 162]. Anticuerpos contra determinados antígenos 
de B. pertussis pueden prevenir la adhesión a células epiteliales del tracto respiratorio  
(bloqueo de adhesinas), neutralizar toxinas bacterianas, o promover la 
opsonofagocitosis. Estudios realizados por nuestro grupo de investigación demuestran 
que la opsonización por anticuerpos específicos es crucial para inducir la actividad 
celular bactericida contra este patógeno [83, 148]. Un aspecto particularmente 
interesante de este estudio es que de los antígenos incluidos en las vacunas acelulares, 
Prn, uno de los antígenos que presenta variaciones en zonas inmunodominantes en las 
cepas circulantes respecto de la cepa vacunal [19], es el único que induce anticuerpos 
con actividad opsonofagocítica [83], lo cual parece apoyar la hipótesis de variación 
antigénica en las cepas circulantes dirigida por vacunación. 
 
1.6 VACUNACIÓN. 
 
En la era pre-vacunación, la tos convulsa fue una de las enfermedades infantiles más 
comunes; más de la mitad de los niños se infectaban antes de comenzar la etapa escolar. 
Más aún, la tos convulsa fue una de las principales causas de muerte infantil durante el 
siglo XIX. Con el uso generalizado de la vacuna celular, la cual fue introducida a 
mediados de 1950, el número de casos de tos convulsa disminuyó abruptamente. Sin 
embargo, la reactogenicidad de la vacuna celular formulada a partir de bacterias en fase 
virulenta (Bvg+) inactivadas por calor (cP), determinó el desarrollo de vacunas 
acelulares (aP) que se formularon a partir de antígenos purificados (factores de 
virulencia regulados por el Bvg) de B. pertussis.  
Existen en la actualidad preparaciones de aP monovalentes (incluyen solo PT 
detoxificada; dPT), bivalentes (dPT y FHA), trivalentes (dPT, FHA y Prn), tetravalentes 
(dPT, FHA, Prn y  Fim) y pentavalentes (dPT, FHA, Prn, Fim2/3). Dado que ninguna de 
las vacunas aP contiene LPS no es sorprendente que estas vacunas, en general, sean 
menos reactogénicas que la vacuna cP. Sin embargo, a excepción de algunas vacunas 
pentavalentes, las vacunas aP son menos efectivas que la vacuna cP.  
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En Argentina, así como en otros países en vías de desarrollo, se continúa empleando la 
vacuna celular que se administra conjuntamente con toxoide tetánico y toxoide diftérico 
(DTP). La eficacia de esta vacuna correlaciona directamente con el número de dosis 
administradas: aproximadamente 18 % para una única dosis, 48 % para dos dosis, 58 % 
para tres dosis, y 68 % con cuatro o más dosis. Algunos países, utilizan un esquema de 
vacunación que incluye a los adultos (cuarta y quinta dosis) administrando vacuna 
celular en las tres primeras dosis y vacuna acelular en las ultimas dos. Se cree que la 
vacunación de adultos podría disminuir la circulación del microorganismo en la 
población pero aún no hay datos que confirmen esta hipótesis. 
Uno de los efectos de la vacunación ha sido el cambio en el rango etario de la incidencia 
de casos reportados de tos convulsa: de niños entre 1 a 9 años en poblaciones no 
vacunadas a infantes, adolescentes y adultos en poblaciones con altas tasas de 
vacunación [41]. Como se dijo anteriormente, en la última década la situación ha 
empeorado: aún en países con alto índice de vacunación incluyendo el nuestro la 
incidencia de la tos convulsa aumentó alarmantemente [44, 45, 124, 169], lo cual ha 
llevado a que la OMS declare a esta enfermedad re-emergente. La permanente 
circulación de la bacteria en la población a pesar de las vacunas en uso sumado a la 
mencionada pérdida progresiva de inmunidad post-vacunación probablemente ha 
generado esta situación epidemiológica cada vez más grave. 
 
1.7 OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO. 
 
La habilidad de un patógeno para interaccionar con su hospedador determina en gran 
medida su persistencia o éxito evolutivo. Dado que ni la inmunización ni la infección 
natural proveen inmunidad a largo plazo contra B. pertussis, y que la vacunación no 
evita la circulación de este patógeno, resulta evidente que B. pertussis es 
extraordinariamente exitosa en cuanto a su capacidad de supervivencia en el ambiente 
hostil del hospedador. Los datos epidemiológicos ponen de manifiesto que las vacunas 
en uso deben ser optimizadas con el fin de controlar la circulación de este patógeno en 
la población. Para lograr esto es fundamental comprender los mecanismos de 
patogénesis, definir los factores de virulencia involucrados en la colonización y, en 
particular, identificar nuevos antígenos protectores, no incluidos aún en las 
formulaciones vacunales, que impliquen una mejora sustancial en la protección 
brindada por la vacunación. 
Durante el transcurso de la infección B. pertussis interacciona fundamentalmente con 
dos tipos celulares, células del epitelio respiratorio y células del sistema inmune. El 
resultado de esta interacción depende del estado inmunológico del hospedador y de las 
características fenotípicas de la bacteria. B. pertussis es un patógeno complejo que 
puede alternar entre diferentes fases o fenotipos. La expresión de factores de virulencia 
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o antígenos potenciales propios de cada fase o fenotipo podría cambiar 
significativamente durante la infección en respuesta a diversas señales. La temperatura 
es una de las señales de entorno que podría actuar sobre el sistema regulador Bvg in 
vivo. Se ha postulado que durante la etapa de transmisión, la temperatura ambiente 
podría modular la bacteria de manera que la entrada al nuevo hospedador ocurriría en 
fase intermedia o avirulenta. Esto implicaría que, al menos inicialmente, el fenotipo 
infectante es diferente del fenotipo vacunal (fase virulenta o antígenos purificados 
propios de esta fase) y que una respuesta inmune dirigida fundamentalmente contra la 
fase virulenta podría ser deficiente contra el fenotipo infectante. La posterior evolución 
hacia una fase virulenta dependería de las condiciones de entorno in vivo. Otro factor 
que regula cambios fenotípicos importantes en microorganismos patógenos es la 
disponibilidad de hierro. En el caso de B. pertussis, la modulación de fase regulada por 
el sistema Bvg no responde a esta señal del entorno, aunque como excepción y según se 
ha demostrado recientemente, la expresión de PT aumenta en ausencia de hierro [165]. 
Los cambios fenotípicos inducidos por escasez de hierro deberán estar presentes en el 
fenotipo infectante, dado que la expresión de estos sistemas y proteínas involucrados en 
la captura de hierro resulta indispensable para la supervivencia del patógeno dentro del 
hospedador. B. pertussis es un patógeno estrictamente humano y la transmisión ocurre 
de persona a persona, de manera que las bacterias que ingresan al nuevo hospedador 
están adaptadas a esta limitación. Sin embargo, las vacunas celulares y los antígenos 
que componen las vacunas acelulares se generan a partir de bacterias cultivadas en 
exceso de hierro, por lo que la respuesta inmune inducida por vacunación no está 
dirigida contra inmunógenos expresados en respuesta a dicha situación de stress. 
El trabajo que se presenta a continuación intenta avanzar en el estudio del fenotipo 
infectante de B. pertussis. En resumen, los estudios realizados para definir la relevancia 
de los factores de virulencia regulados por el sistema Bvg en la interacción patógeno-
células epiteliales respiratorias del hospedador se presentan en el Capítulo 2. En el 
Capítulo 3 se evaluó la interacción entre factores de virulencia con distinto patrón de 
expresión durante la modulación de fase y su importancia en la interacción patógeno-
células epiteliales respiratorias. En el Capítulo 4 se evaluó el rol de la adaptación 
fenotípica de B. pertussis a las condiciones fisiológicas de limitación de hierro en la 
interacción con células epiteliales respiratorias. En el Capítulo 5 se aborda la 
caracterización del fenotipo inducido por limitación de hierro y su inmunogenicidad, 
mediante el análisis comparativo del proteoma de B. pertussis y el análisis serológico de 
las proteínas presentes exclusivamente en este fenotipo con el fin de seleccionar 
inmunógenos expresados in vivo con potencialidad para constituirse en componentes 
vacunales. En el Capítulo 6 se resumen las conclusiones generales de este trabajo. 
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2. FACTORES DE VIRULENCIA REGULADOS POR EL SISTEMA BVG. SU 
PARTICIPACIÓN EN LA COLONIZACIÓN DEL EPITELIO RESPIRATORIO. 
  
2.1 INTRODUCCIÓN. 
 
La adhesión de B. pertussis a células epiteliales del tracto respiratorio del hospedador es 
un evento crucial para la colonización. B. pertussis presenta una estructura antigénica 
fundamentalmente proteica y posee un gran número de factores de virulencia a través de 
los cuales interacciona con el hospedador durante el ciclo infeccioso. La expresión de la 
mayoría de estos factores esta regulada por el locus BvgAS [5]. La regulación precisa y 
temporal de los factores de virulencia parecería ser un factor determinante durante la 
colonización del epitelio respiratorio. La identificación de los factores involucrados en 
la adhesión al epitelio es importante para la determinación de los factores que deben ser 
bloqueados a este nivel, no solo porque la adhesión es el paso inicial de la colonización 
sino porque se ha postulado que B. pertussis es capaz de invadir y sobrevivir dentro de 
células epiteliales favoreciendo la inmunoevasión y persistencia de este patógeno.  
La contribución relativa de la inmunidad humoral y celular en la protección contra B. 
pertussis se encuentra aún en discusión. Sin embargo, la eliminación bacteriana del 
tracto respiratorio requiere la acción conjunta de ambos sistemas. Estudios clínicos 
indican que la presencia de anticuerpos contra ciertos factores de virulencia de B. 
pertussis correlaciona con la protección [7, 32]. Los anticuerpos pueden prevenir la 
adhesión a células epiteliales del tracto respiratorio (bloqueo de adhesinas), neutralizar 
toxinas bacterianas, fijar complemento o promover la opsonofagocitosis. Resultados 
previos de nuestro grupo demostraron que la inducción de actividad celular bactericida 
en células inmunes requiere la presencia de anticuerpos específicos contra B. pertussis 
[27]. Particularmente, los anticuerpos anti-Prn cumplen un rol clave en promover la 
captura y fagocitosis bacteriana [14]. Sin embargo, la especificidad de los anticuerpos 
capaces de prevenir la adhesión continúa siendo un aspecto en discusión. Tuomanen et 
al. [34], demostraron que existe actividad antiadherente en suero de individuos 
infectados con B. pertussis, pero no determinaron la especificidad de estos anticuerpos. 
En este capítulo se presentan los estudios realizados para determinar los factores de 
virulencia regulados por el sistema BvgAS que intervienen en la adhesión, invasión y 
sobrevida intracelular de B. pertussis en células epiteliales del tracto respiratorio y la 
especificidad de los anticuerpos capaces de bloquear esta interacción. Dado que B. 
pertussis es un patógeno estrictamente humano se utilizaron células epiteliales 
respiratorias humanas (neumocitos tipo II) como modelo de infección. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
2.2.1.  CEPAS BACTERIANAS. 
 
Las cepas utilizadas en este estudio se detallan en la Tabla 1. Los stocks bacterianos se 
conservaron a -70 ºC en medio Stainer-Scholte suplementado con 15 % de glicerol 
como agente crioprotector. En este capítulo, las cepas de B. pertussis (salvaje y 
mutantes) se ensayaron en fase virulenta a menos que se especifique lo contrario. 
 
          Tabla 1. Cepas de B. pertussis. 
Cepa Descripción Cita 
Bp Tohama 
Bp 537 
Bp RA 
Bp B52 
Bp GR4 
Bp BBC42 
Bp 3183 
Cepa salvaje 
Tohama, Bvg (-) avirulenta 
Tohama, PT (-) 
Tohama, Fim (-) 
Tohama, FHA (-)  
Tohama, Prn (-) 
Tohama, ACT (-) 
[28] 
[25] 
[2] 
[20] 
[39] 
[26] 
[38] 
 
2.2.2.  SUEROS Y ANTICUERPOS. 
 
Se utilizaron 24 sueros provenientes de un ensayo clínico de evaluación de eficacia de 
vacunas contra B. pertussis [4]. El título de anticuerpos contra PT, FHA, Prn y Fim de 
estos sueros se determinó por ELISA según Meade et al. [22]. La depleción de 
anticuerpos anti-Fim o anti-Prn se llevó a cabo según describen Hellwig et al. [14]. La 
pureza de los antígenos Fim2, Fim3 y Prn usados para la depleción se confirmó por 
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e inmunoblot. La incubación del 
suero con las diferentes proteínas (Fim2 y Fim3 o Prn) sustrajo selectivamente los 
anticuerpos específicos para los respectivos antígenos. El título de anticuerpos con otra 
especificidad (FHA, PT y Prn o Fim) permaneció invariable antes y después del 
procedimiento de depleción, según se determinó por ELISA. 
Se realizó el siguiente procedimiento para la obtención de suero anti-Fim de conejo. 
Conejos libre de patógenos se inmunizaron subcutáneamente con 500 μg de Fim2-Fim3 
purificada (Netherlands Vaccine Institute, Bilthoven, The Netherlands) formulada con 
adyuvante de Freund. En la semana 3 y semana 6 se realizaron inmunizaciones de 
refuerzo. Finalmente, se colectó el suero transcurridas 7 semanas de la inmunización 
primaria. 
Los anticuerpos monoclonales (mAc) dirigidos contra epitopes específicos de B. 
pertussis utilizados en este estudio han sido descriptos por Poolman et al. [24] y fueron 
provistos por el National Institute of Public Health and the Enviroment, The 
Netherlands. Los mismos se detallan a continuación. Anticuerpos monoclonales: anti-
FHA (mAc 37F3, isotipo IgG1, 1 mg ml-1), anti-Prn (mAc 13E 11, isotipo IgG, 1 mg 
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ml-1), anti-Fim 2 (mAc 118E10, isotipo IgG1, 1 mg ml-1) y anti-Fim 3 (mAc 48B5, 
isotipo IgG1, 1 mg ml-1). El Anticuerpo monoclonal específico contra la toxina 
adenilato ciclasa de B. pertussis (mAc 2A12, isotipo IgG2a, 1 mg ml-1) fue provisto por 
el Dr. Hewlett, Universidad de Virginia, USA.  
 
2.2.3.  MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO DE B. PERTUSSIS. 
 
Para el cultivo de B. pertussis en medio liquido se utilizó el medio de base Stainer-
Scholte (SS) [30], cuya composición se detalla a continuación. 
Componentes esterilizados por calor: Glutamato monosódico (10.70 g l-1), L-Prolina 
(0.24 g l-1), KH2PO4 (0.50 g l-1), KCl (0.20 g l-1), MgCl2.6H2O (0.10 g l-1), CaCl2 
(solución al 1%, 2 ml), Tris-HCl (1.52 g l-1), NaCl (2.50 g l-1).  
Componentes esterilizados por filtración a través de una membrana de 0.22 µm: 
SO4Fe.4H2O (10 mg l-1), L-Cistina (40 mg l-1), HCl (0.1 ml l-1), ácido ascórbico (20 mg 
l-1), ácido nicotínico (4mg l-1), L-glutatión reducido (100 mg l-1). 
Las diferentes cepas de B. pertussis fueron cultivadas en placas de Agar Bordet-Gengou 
(DIFCO Laboratories, USA) suplementado con 15 % de sangre desfibrinada de carnero 
(ABGs) durante 72 hs a 37 ºC, al cabo de lo cual se repicaron en una nueva placa ABGs 
y se cultivaron a 37 °C durante 24 hs. Las cepas mutantes se cultivaron en las 
condiciones de restricción recomendadas para lo cual el ABGs fue suplementado con 
el/los antibióticos adecuados (kanamicina, 25 μg ml-1; estreptomicina, 50 μg ml-1). Se 
utilizó la expresión de ACT (primer antígeno cuya expresión se inhibe en el cambio a 
fase avirulenta) a través del análisis de la presencia de halo de hemólisis en ABGs, 
como marcador de virulencia. 
Los cultivos en medio liquido se iniciaron a partir de un cultivo en medio sólido del 
cual se extrajo un inóculo para sembrar 20 ml de medio SS en un erlermeyer de 100 ml 
con una densidad óptica (DO) inicial de 0.2 (A650nm). Los cultivos se incubaron en un 
agitador orbital (160 r.p.m.) a 37 ºC durante 30 hs (final de fase exponencial). El 
crecimiento del cultivo se controló midiendo la DO con un espectrofotómetro visible 
Pye Unicam SP6-250.  
 
2.2.4.  CONDICIONES DE CULTIVO DE LÍNEA CELULAR A549. 
 
Como modelo de infección se utilizó la línea celular humana (neumocitos tipo II) A549 
(American Type Culture Collection, Rockville, MD) [19]. Las células A549 fueron 
cultivadas en botellas (Falcon 3002; Becton Dickinson, San Jose, CA) en medio simple 
modificado de Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, Gran Island, NY) suplementado con 10 
% de suero fetal bovino (SFB) (Cansera, Rexdale, ON, Canada) inactivado por calor, 
100 unidades ml-1 de penicilina, y 100 mg ml-1 de streptomicina (Pen/Strep) (Bio 
Whittaker, Walkersville, MD) en estufas a 37 °C, con 5 % de CO2 y 100 % de humedad. 
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Cuando el cultivo alcanzó un 80 % de confluencia, las células fueron removidas con 
tripsina (0.25 % v v-1)-EDTA (0.1 % p v-1) (KuraboCo., Ltd,. Osaka, Japón) y 
cultivadas en placas de 24 pocillos. El estado del cultivo se testeó por observación 
microscópica y recuento de células viables por exclusión mediante tinción con Trypan 
blue en pocillos elegidos al azar. 
 
2.2.5.  ENSAYO DE AGLUTINACIÓN. 
 
La actividad aglutinante de los anticuerpos fue cuantificada según Nagel et al. [23] 
empleando B. pertussis cepa Tohama como antígeno. Antisuero pertussis de referencia 
(humano, Food and Drug Administration, FDA) fue utilizado como referencia y un 
suero control fue incluido en cada ensayo.  
 
2.2.6.  ENSAYO DE ADHESIÓN. 
 
La adhesión bacteriana a células A549 se estudió según se detalla a continuación. Se 
cultivaron células A549 en placas de 24 pocillos en los cuales se colocó, previo al 
cultivo de células, un cubreobjeto circular de vidrio de 12 mm de diámetro. Se 
colocaron aproximadamente 5 × 103 células por pocillo y se cultivaron durante 18 hs en 
medio DMEM adicionado con SFB y Pen/Strep. El medio de cultivo con antibióticos 
fue removido mediante lavados con medio DMEM suplementado con SFB previo a la 
incubación con las diferentes cepas de B. pertussis (proporción: 100 bacterias por 
célula) en presencia o ausencia de suero (10 % v v-1) o anticuerpos monoclonales (30 μg 
ml-1). Luego de adicionar el inóculo bacteriano, las placas fueron centrifugadas 5 min a 
300 × g para facilitar el contacto entre bacterias y células. La adhesión de bacterias a 
células A549 se determinó luego de 2 horas de incubación a 37 ºC, 5 % CO2. No se 
detectaron cambios en el número de células A549 viables luego de este procedimiento. 
Finalizada la incubación, los cubreobjetos con las células y bacterias adheridas fueron 
lavados con PBS, fijados con paraformaldehido 4 % (5 min a 4 ºC), teñidos con cristal 
violeta (5 min) y observados en microscopio óptico (1000 ×). El número de bacterias 
adheridas por célula se estimó por observación microscópica de 20 campos 
representativos seleccionados al azar. El recuento de bacterias adheridas por célula 
(Rb/c) se realizó utilizando el programa SigmaScan Pro Versión 5.0. El inóculo 
bacteriano inicial se determinó por recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) 
en ABGs. El control de número de células se determinó por recuento de células en 
Cámara de Neubauer. Con estos datos, se estimó el número inicial de bacterias por 
célula (Rib/c). 
 
2.2.7.  DETERMINACIÓN DE INVASIÓN Y SOBREVIDA. 
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La primera etapa de este experimento se desarrolló según lo descripto para el ensayo de 
adhesión. Luego de 5 hs de incubación a 37 ºC las células se lavaron para remover las 
bacterias no adheridas ni internalizadas, y se incubaron durante 2 hs con 200 μl de 
medio DMEM suplementado con SFB y Polimixina B (200 μg ml-1) para inactivar 
aquellas bacterias que aún permanecieran adheridas a la superficie celular. En los 
tiempos utilizados en este ensayo, este antibiótico no penetra la membrana de las células 
eucariotas y por lo tanto solo mata las bacterias extracelulares adheridas pero no 
aquellas internalizadas. Luego de la incubación, la Polimixina B fue removida por 
lavado con PBS y se agregó DMEM/SFB/Pen/Strep a cada pocillo. Para la 
determinación de la invasión y/o sobrevida intracelular de B. pertussis se removieron las 
células de los pocillos con 50 μl de una solución Tripsina/EDTA y se suspendieron en 
PBS. Un volumen de esta suspensión fue utilizado para el recuento de bacterias viables 
en placas ABGs y otro volumen fue utilizado para realizar el recuento de células viables 
por exclusión con Trypan blue en Cámara de Neubauer. Los resultados se expresaron 
como: número de bacterias/ número de células en el mismo volumen. La invasión se 
calculó como el número de bacterias viables por célula a las 8 hs del contacto inicial 
bacteria/célula y después del tratamiento con Polimixina B. La persistencia se evaluó 
como número de bacterias/número de células viables a los 2, 4, 6 y 8 días del contacto 
inicial bacteria/célula.  
Los controles realizados en este ensayo fueron: (a) control de viabilidad celular: 
pocillos con células y sin el agregado de bacterias pero sometidos a todos los 
tratamientos del ensayo fueron chequeados por observación y recuento de células 
viables durante todo el experimento, (b) control de muerte bacteriana por Polimixina B 
en tubo: 5 × 105 bacterias suspendidas en 100 μl de medio DMEM suplementado con 
SFB fueron incubadas con Polimixina B (200 μg ml-1) en tubos de polipropileno durante 
2 hs a 37 ºC. Finalizado este tiempo, las bacterias se lavaron con PBS y se sembraron en 
ABGs para recuento de UFC. El tratamiento con Polimixina B resultó en una 
disminución de 99.98 % de las UFC obtenidas, indicando que éste antibiótico mata 
eficientemente a las bacterias en las condiciones de trabajo, (c) control de muerte 
bacteriana en pocillos sin células: 5 × 105 bacterias suspendidas en 100 μl de medio 
DMEM fueron adicionadas a pocillos sin células y sometidas a todos los tratamientos 
del ensayo. En estos controles se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el 
control de muerte bacteriana en tubo, (d) control de inóculo bacteriano: el inóculo 
bacteriano se determinó por recuento de viables en ABGs. 
 
2.2.8.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se analizaron 
estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la comparación de los 
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valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia Significativa (LSD) 
con un grado de significación (α) de 0.05.  
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2.3 RESULTADOS. 
 
2.3.1.  ADHESIÓN DE B. PERTUSSIS A CÉLULAS EPITELIO-ALVEOLARES. 
 
2.3.1.1. Factores de virulencia regulados por Bvg involucrados en la 
adhesión a células epiteliales. 
 
B. pertussis se adhiere a las células del epitelio respiratorio durante la colonización. 
Para evaluar el rol de distintos factores de virulencia regulados por el sistema Bvg en 
esta interacción, se realizaron ensayos de adhesión utilizando la línea celular A549 
(neumocitos tipo II, epitelio alveolar humano) y cepas mutantes de B. pertussis 
defectivas en la expresión de diferentes factores de virulencia (Tabla 1). La adhesión de 
las diferentes cepas se evaluó en células cultivadas sobre portaobjetos circulares de 
vidrio ubicados previamente en la base de cada pocillo de una placa para cultivo celular. 
Para determinar el número de bacterias por célula se contó, por observación 
microscópica, el número de bacterias por célula en al menos 20 campos tomados al azar 
que contuvieran entre 4 y 10 células (Fig. 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 Adhesión de B. pertussis a células epitelio-alveolares A549. Se muestra una imagen (1000 ×) representativa 
de bacterias adheridas a células A549. Las células y bacterias adheridas fueron teñidas con cristal violeta para su 
visualización. 
 
Según se observa en la Figura 2, la ausencia de todos los factores de virulencia 
regulados por el sistema Bvg [Bvg (-)] determina una disminución significativa en la 
adhesión bacteriana a las células epitelio-alveolares A549. La ausencia de FHA 
determinó una disminución significativa en la adhesión similar a la observada en la cepa 
Bvg (-), lo cual indicaría que esta es la principal adhesina regulada por Bvg involucrada 
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en la interacción de B. pertussis con células epiteliales. Un resultado particularmente 
interesante fue el efecto de la ausencia de ACT en la adhesión bacteriana. En cepas 
defectivas en la expresión de ACT, un factor que no ha sido postulado con anterioridad 
como adhesina, se observó una disminución significativa en la adhesión aunque de 
menor magnitud en comparación con la cepa deficiente en la expresión de FHA. La 
ausencia de expresión de PT, Fim, o Prn no mostró ningún efecto sobre la adhesión. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Factores de virulencia involucrados en la adhesión de B. pertussis a células epitelio-alveolares. Células 
de la línea celular A549 cultivadas sobre un cubreobjeto circular fueron incubadas con bacterias (Rib/cel 100) durante 2 
hs a 37 ºC, 5 % CO2. Los cubreobjetos con las células y bacterias adheridas fueron removidos de los pocillos y lavados 
con PBS. Luego de fijación y tinción se realizó el recuento de bacterias adheridas por célula mediante observación 
microscópica (1000 x). Los resultados se analizaron mediante ANOVA (α < 0.05). La adhesión de la cepa Bvg (-) y FHA 
(-) es significativamente diferente del control y de ACT (-) (▲). A su vez, la adhesión de la cepa ACT (-) es diferente del 
control (●). 
 
2.3.1.2. Especificidad de los anticuerpos que bloquean la adhesión 
bacteriana a células epiteliales.  
 
Para evaluar la especificidad de los anticuerpos capaces de inhibir la interacción de B. 
pertussis con las células epiteliales respiratorias se realizaron ensayos de adhesión en 
presencia de anticuerpos dirigidos contra los factores bacterianos previamente 
analizados. Se empleó un mismo inóculo de B. pertussis cepa salvaje para evaluar el 
efecto del agregado de anticuerpos de diferente especificidad con respecto al control 
(sin agregado de anticuerpos). Los anticuerpos se ensayaron en igual concentración final 
(30 μg ml-1) con fines comparativos. Se observó una disminución significativa en la 
adhesión de la cepa salvaje a las células epiteliales en presencia de anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra las proteínas Fim2 y Fim3 (Fig. 3). Este es un resultado 
particularmente sorprendente porque, a diferencia de la falta de expresión de FHA o 
ACT, la ausencia de Fim no mostró efecto alguno sobre la adhesión bacteriana (Fig. 2). 
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La presencia de anticuerpos anti-FHA también determinó una disminución significativa 
en la adhesión de B. pertussis, aunque de menor magnitud respecto a los anticuerpos 
dirigidos contra Fim. Por último, la presencia de anticuerpos anti-Prn, otra adhesina 
propuesta, o anti-ACT no modificó la adhesión bacteriana observándose valores 
similares a los obtenidos en ausencia de anticuerpos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Efecto de los anticuerpos monoclonales contra FHA, Prn, ACT y Fim (2 y 3) en la adhesión de B. 
pertussis a células epitelio-alveolares. Células A549 cultivadas sobre un cubreobjeto circular fueron incubadas con 
bacterias cepa Tohama (Rib/cel 100) en ausencia (control) y en presencia de anticuerpos monoclonales (30 μg ml-1) 
dirigidos contra los distintos factores de virulencia en estudio durante 2 hs a 37 ºC, 5 % CO2. Los cubreobjetos con las 
células y bacterias adheridas fueron removidos de los pocillos y lavados con PBS. Luego de fijación y tinción se realizó 
el recuento de bacterias adheridas por célula mediante observación microscópica (1000 x). Los resultados se 
analizaron mediante ANOVA (α < 0.05). La adhesión en presencia de anti-Fim2 y anti-Fim3 es significativamente 
diferente del control y de anti-FHA (▲). A su vez, la adhesión en presencia de anti-FHA es diferente del control (●). 
 
Para confirmar estos resultados se comparó la adhesión en presencia de diferentes 
sueros de individuos vacunados contra B. pertussis con título de anticuerpos conocido 
contra cada uno de los factores de virulencia analizados. La presencia de suero contra B. 
pertussis disminuyó la adhesión bacteriana (Tabla 2). Este resultado coincide con los 
resultados presentados por Tuomanen et al. [34], en los cuales se emplearon células 
ciliadas traqueales humanas para evaluar la adhesión de B. pertussis. El análisis de 
regresión (n=24) sugiere que la disminución observada en nuestro estudio se debe a la 
presencia de anticuerpos contra la proteína Fim (r = 0.84, P<0.05). El título de 
anticuerpos contra Prn, PT o FHA no mostró correlación con la disminución de 
adhesión bacteriana (r = 0.125, P < 0.05; r = –0.058, P < 0.05 y r = –0.30, P < 0.05, 
respectivamente). Para confirmar la correlación entre la presencia de anticuerpos anti-
Fim y la disminución de adhesión bacteriana, dos sueros con diferente título de 
anticuerpos anti-Fim fueron sometidos a depleción de anticuerpos anti-Fim o anti-Prn 
(este último utilizado como control). Como se observó con anterioridad [14], el título de 
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anticuerpos contra los antígenos de B. pertussis (FHA, PT y Prn o Fim, 
respectivamente) no se ve afectado por este procedimiento según se determinó por 
ELISA (dato no mostrado). La depleción de anticuerpos contra Fim revirtió casi 
completamente la inhibición de la adhesión observada en presencia de anticuerpos anti-
B. pertussis, mientras que la depleción de anticuerpos anti-Prn no mostró ningún efecto 
(Fig. 4).  
 
Tabla 2. Especificidad de anticuerpos de sueros de individuos vacunados contra B. pertussis, su efecto en la adhesión bacteriana.  
Suero Factores de Virulencia #, §    Adhesión ¥, ‡ 
 PT FHA Prn Fim (bacterias por célula) 
1 16 607 828 96 10.9 
2 68 222 349 64 8.8 
3 170 1332 599 175 13.1 
4 1065 2232 454 457 5.4 
5 148 981 305 76 11.6 
6 30 199 33 12 17.6 
7 1411 430 156 212 6.7 
8 24 48 518 45 14.1 
9 81 66 26 43 17 
10 109 2148 156 136 8.2 
11 83 138 120 69 14 
12 69 1293 154 23 17.7 
13 342 279 339 157 14.7 
14 8 107 78 57 16.3 
15 496 109 517 158 8.8 
16 98 232 56 94 10.1 
17 1 45 56 1478 0.4 
18 6 33 114 152 7.7 
19 52 100 104 344 4.5 
20 6 31 7 174 5.3 
21 105 79 44 416 3.8 
22 25 28 32 149 8.8 
23 36 24 25 855 3.9 
24 3 109 333 281 3.7 
#
 El titulo de anticuerpos se expresó en unidades de ELISA ml-1 calculado en relación al suero pertussis de referencia. 
§
 Suero pre-inmune no mostró título detectable de anticuerpos contra B. pertussis. 
¥
 Valor promedio de 3 experimentos independientes. 
‡
 No se detectaron diferencias significativas en la adhesión bacteriana en presencia o ausencia de suero pre-inmune. 
 
FHA ha sido previamente descripta como una de las principales adhesinas de B. 
pertussis. Los resultados obtenidos con nuestro modelo de estudio confirman esta 
observación. Sin embargo, los anticuerpos contra FHA resultaron menos efectivos en 
reducir la adhesión a las células A549 que los anticuerpos contra Fim (Fig. 3). En 
conjunto, estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-Fim interfieren con la 
adhesión bacteriana por un mecanismo diferente al bloqueo específico de epitopes 
adhesivos de la proteína Fim. En concordancia con esta hipótesis, ensayos de adhesión 
empleando cepas deficientes en la expresión de FHA o Fim y en presencia o ausencia de 
suero inmune demostraron que, aunque el mutante deficiente en la expresión de Fim 
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adhiere igual que la cepa salvaje, la adhesión de éste mutante no es inhibida por la 
presencia de suero inmune contra B. pertussis el cual disminuye significativamente la 
adhesión de la cepa salvaje (Fig. 5). Más aún, la adhesión de la cepa deficiente en FHA 
también disminuyó en presencia de suero inmune. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Efecto de la presencia de suero inmune depletado de anticuerpos anti-Fim en la adhesión de B. pertussis 
a células epitelio-alveolares. Células A549 cultivadas sobre un cubreobjeto circular fueron incubadas con bacterias 
cepa Tohama (Rib/cel 100) en ausencia (control) o en presencia de suero no inmune, suero inmune o suero depletado 
de anticuerpos de diferente especificidad durante 2 hs a 37 ºC, 5% de CO2. Los cubreobjetos con las células y 
bacterias adheridas fueron removidos de los pocillos y lavados con PBS. Luego de fijación y tinción se realizó el 
recuento de bacterias adheridas por célula mediante observación microscópica (1000 x). Los resultados se analizaron 
mediante ANOVA (α < 0.05).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Efecto de suero inmune contra B. pertussis en la adhesión a células epitelio-alveolares. Células A549 
cultivadas sobre un cubreobjeto circular fueron incubadas con bacterias cepa Tohama (Bp cepa salvaje), cepa Bp 175 
(Bp Fim-) o Bp GR4 (Bp FHA-) (Rib/cel 100) en ausencia (control) o en presencia de suero inmune durante 2 hs a 37 
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ºC, 5 % de CO2. Los cubreobjetos con las células y bacterias adheridas fueron removidos de los pocillos y lavados con 
PBS. Luego de fijación y tinción se realizó el recuento de bacterias adheridas por célula mediante observación 
microscópica (1000 x). Los resultados se analizaron mediante ANOVA [α < 0.05 (●)]. 
  
Los anticuerpos anti-Fim han sido previamente descriptos como aglutininas [18]. La 
aglutinación bacteriana favorece la eliminación de las bacterias in vivo. La evaluación 
microscópica de B. pertussis incubada con suero inmune (con alto título de anticuerpos 
anti-Fim) o con suero policlonal de conejo anti-Fim demostró la capacidad de los 
anticuerpos anti-Fim de aglutinar bacterias (Fig. 6). La depleción de anticuerpos anti-
Fim del suero immune determinó la pérdida de actividad aglutinante y un incremento en 
el número de bacterias adheridas por célula a un nivel similar al observado en ausencia 
de suero (Fig. 6), confirmando un rol central de los anticuerpos anti-Fim en la 
inhibición de la adhesión de B. pertussis a células del epitelio respiratorio. 
 
Fig. 6 Anticuerpos anti-
Fim, efecto de la actividad 
aglutinante en la 
adhesión de B. pertussis 
a células epiteliales. (A) 
Bacterias se incubaron 
durante 2 hs a 37 ºC con 
células A549 en ausencia 
(1), o presencia de suero 
inmune (2), suero inmune 
depletado de anticuerpos 
anti-Fim (3), o anticuerpos 
anti-Fim de conejo (4). Las 
bacterias pueden 
observarse en asociación 
con las células A459 
(flechas). (B) Actividad 
aglutinante de anticuerpos 
anti-Fim. Las bacterias se 
incubaron durante 30 min a 
37 ºC con medio DMEM 
suplementado con 10 % de 
SFB (1), suero inmune (2), 
suero inmune depletado de 
anticuerpos anti-Fim (3), o 
suero policlonal anti-Fim de 
conejo (4). 
 
 
 
2.3.2.  INVASIÓN Y PERSISTENCIA DE B. PERTUSSIS EN CÉLULAS EPITELIO-
ALVEOLARES. 
 
Con el fin de determinar si la invasión a células epiteliales A549 depende alguno de los 
factores de virulencia regulados por el sistema Bvg, se determinó la capacidad de 
invasión de diferentes cepas mutantes de B. pertussis. Datos previos indican que B. 
pertussis comienza a invadir la célula eucariota aproximadamente 2 horas después del 
contacto inicial. En este ensayo, se mantuvo el contacto entre células y bacterias durante 
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5 hs luego de lo cual las bacterias no adheridas se removieron por lavado. Finalmente, 
se inactivaron las bacterias aún adheridas a la superficie celular (y no internalizadas) por 
incubación con Polimixina B durante 2 horas. De esta forma, por recuento de células y 
bacterias viables transcurridas 8 hs del contacto inicial bacteria/célula, fue posible 
determinar la tasa de invasión celular, es decir la relación bacterias intracelulares por 
célula. 
Dado que existen diferencias en la capacidad de adhesión entre las cepas mutantes 
evaluadas (sección 2.3.1.1), para poder determinar el rol de cada factor de virulencia en 
la invasión celular se normalizó el ensayo. Para ello la capacidad de invasión de cada 
cepa (bacterias intracelulares por célula epitelial) se expresó como porcentaje del nivel 
de adhesión (bacterias adheridas por célula) de la respectiva cepa (Tabla 3). No se 
observaron diferencias significativas en los porcentajes de invasión de las diferentes 
cepas evaluadas, sugiriendo que ninguno de los factores estudiados posee un rol 
significativo en la invasión de B. pertussis a células epiteliales alveolares. 
 
Tabla 3. Invasión de diferentes cepas de B. pertussis a células epiteliales 
respiratorias A549. La primera etapa del ensayo de invasión y sobrevida se llevó a 
cabo como el ensayo de adhesión. Luego de 5 hs de incubación a 37 ºC las células 
se lavaron para remover las bacterias no adheridas. Las bacterias aún adheridas a la 
superficie celular se inactivaron por incubación (2 hs, 37 ºC) con Polimixina B (200 µg 
ml-1). La invasión se determinó por recuento de bacterias viables por célula eucariota 
después de incubación con Polimixina B. 
 
 
Adhesión 
(Nº b/c) § 
Invasión 
(%) ‡ 
Bp Tohama 21.3 ± 8.3 3.38 
Bp Bvg (-) 1.2 ± 3.5 6.67 
Bp Fim (-) 18.5 ± 6.1 4.32 
Bp PT (-) 23.4 ± 9.2 5.89 
Bp Prn (-) 21.8 ± 7.5 4.59 
Bp FHA (-) 2.1 ± 2.4 5.71 
Bp ACT (-) 9 ± 0.4 3.63 
§
 Número de bacterias por célula. 
‡
 Valor calculado como porcentaje del correspondiente valor de adhesión. 
 
Para analizar la sobrevida intracelular de cada cepa de B. pertussis se determinó el 
número de bacterias viables intracelulares a diferentes días desde el contacto inicial 
bacteria/célula. En la Figura 7 se muestran los resultados expresados como porcentaje 
de disminución en el número de bacterias recuperadas respecto del correspondiente 
valor inicial de invasión. La cepa salvaje de B. pertussis persiste hasta el día 4 en células 
A549, durante este lapso conserva su virulencia. La ausencia de todos los factores de 
virulencia regulados por el sistema Bvg disminuye significativamente la sobrevida de B. 
pertussis dentro de la células, según se observa en la cinética de sobrevida intracelular 
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de la cepa avirulenta [Bvg (-)]. Sin embargo, la ausencia de Prn, FHA o Fim no 
modificó la sobrevida de B. pertussis. La ausencia de ACT tampoco mostró ningún 
efecto en la sobrevida de la bacteria a largo plazo. Sin embargo, la falta de esta toxina 
parece favorecer la sobrevida de la bacteria durante los primeros días post invasión 
inicial. Transcurridos 2 días luego de la invasión inicial, la tasa de sobrevida para el 
mutante defectivo en la expresión de ACT es cercana al 100 %, mientras que solo 
alcanza el 20 % en el resto de las cepas evaluadas. La taza de sobrevida de este mutante 
a los 4 días post invasión inicial descendió a niveles similares observados en la cepa 
salvaje. Por otra parte, en ausencia de PT se observó una sobrevida bacteriana 
significativamente mayor a largo plazo. Se recuperaron bacterias viables defectivas en 
la expresión de PT transcurridos 8 días desde la invasión inicial (número de días que 
duró el ensayo). Durante los ensayos realizados no se detectó cambio de fase en las 
bacterias intracelulares recuperadas. Sin embargo, esto puede deberse a las condiciones 
de recuperación de las bacterias intracelulares; el cultivo en placas de ABGs a 37 ºC 
favorece el fenotipo virulento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7 Persistencia de diferentes cepas de B. pertussis en células epiteliales respiratorias. Luego de 5 hs de 
incubación a 37 ºC las células se lavaron para remover las bacterias no adheridas. Las bacterias aún adheridas a la 
superficie celular se inactivaron por incubación (2 hs, 37 ºC) con Polimixina B (200 µg ml-1). La invasión se determinó 
por recuento de bacterias viables por célula eucariota después de incubación con Polimixina B y se fijó arbitrariamente 
como 100 % para cada mutante. La sobrevida bacteriana en localización intracelular se determinó por recuento de 
bacterias viables por célula a diferentes días post-contacto inicial bacteria/célula y se expresó como porcentaje del 
valor de invasión de cada cepa. 
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2.4 DISCUSIÓN. 
 
La adhesión de B. pertussis a células epiteliales del tracto respiratorio del hospedador es 
el punto de partida de la colonización, por lo que determinar que factores participan en 
esta interacción es relevante para identificar los mecanismos que deben ser bloqueados a 
este nivel. Uno de los principales problemas en el estudio de la patogénesis de B. 
pertussis es la falta de un modelo de infección animal. B. pertussis es un patógeno 
estrictamente humano por lo cual los resultados obtenidos con modelos animales son 
muy cuestionados. Los ensayos in vitro que emplean células de origen humano (ya sean 
de línea celular o no) son una alternativa para estudiar los mecanismos de infección de 
este patógeno.  
En este trabajo se utilizó la línea celular de epitelio alveolar humano (pneumocitos tipo 
II) para estudiar los componentes bacterianos involucrados en la interacción bacteria-
célula respiratoria, dado que es uno de los subtipos celulares con el que este patógeno 
interacciona y un modelo aceptado para evaluar la interacción de B. pertussis con 
células epiteliales respiratorias humanas [1, 6, 16, 29]. Se usaron dos estrategias para 
evaluar los factores bacterianos involucrados en la adhesión de B. pertussis: la ausencia 
del componente en estudio a través del uso de cepas mutantes de B. pertussis y el 
bloqueo del factor de virulencia a evaluar a través del uso de anticuerpos específicos 
dirigidos contra el mismo. El uso de mutantes permite analizar un factor en particular, 
evaluando su función de manera indirecta a través de la ausencia del mismo y en 
presencia del resto de los factores de virulencia. El uso de anticuerpos monoclonales 
permite evaluar en que grado la presencia de dichos anticuerpos específicos en el sitio 
de infección bloquea la adhesión del microorganismo.  
Varios factores de virulencia de B. pertussis han sido sugeridos como potenciales 
adhesinas, tal es el caso de FHA, Prn, Fim (2 y 3) y PT. Sin embargo, los resultados de 
este estudio indican que solo la ausencia de FHA disminuye significativamente la 
adhesión a niveles comparables a los observados en cepas que no expresan ninguno de 
estos factores de virulencia (Bvg–), sugiriendo un rol central de este antígeno en la 
colonización. Un resultado particularmente sorprendente es la disminución de la 
adhesión bacteriana observada en ausencia de ACT. Estudios recientes demostraron una 
asociación física entre FHA y ACT en la membrana externa de B. pertussis [41]. Es 
posible que ACT se comporte como adhesina o que su ausencia afecte la distribución de 
factores localizados en la membrana externa de B. pertussis involucrados directa o 
indirectamente en la adhesión bacteriana. Este fenómeno se estudia en el siguiente 
capítulo. 
Recientemente se ha demostrado que anticuerpos específicos contra B. pertussis juegan 
un rol crucial en la inducción de las funciones efectoras bactericidas celulares y de 
neutralización de toxinas tanto in vitro como in vivo [13, 14, 27]. Sin embargo, el rol de 
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los anticuerpos, así como su especificidad, en la prevención de la adhesión a células 
respiratorias aún no ha sido esclarecido. Los ensayos realizados en este estudio 
demostraron que la presencia de anticuerpos específicos contra Fim 2, Fim 3 o FHA 
(este último en menor medida) afecta significativamente la adhesión a las células 
epiteliales. Ensayos de adhesión en presencia de sueros con anticuerpos de diferente 
especificidad confirmaron que la disminución de adhesión bacteriana se correlaciona 
con el título de anticuerpos anti-Fim. Sin embargo, solo la ausencia de expresión de 
FHA determinó una disminución significativa en la adhesión a células A549. Esto 
concuerda con varios estudios realizados con células A549 u otras líneas celulares los 
cuales indican a FHA como la principal adhesina de B. pertussis [1, 6, 25, 35]. En 
conjunto, los resultados obtenidos en este estudio indican que Fim no es una proteína 
crítica para la adhesión de B. pertussis a células epiteliales, pero constituye un blanco 
para la inhibición de la interacción bacteria-célula epitelial mediada por anticuerpos. En 
apoyo de esta hipótesis la presencia de suero inmune, capaz de bloquear la adhesión de 
la cepa salvaje en fase virulenta, no modificó la adhesión de la cepa virulenta pero 
deficiente en la expresión de Fim. La actividad aglutinante de los anticuerpos anti-Fim 
parece ser responsable de este efecto. Sueros inmunes depletados de anticuerpos contra 
Fim perdieron su capacidad aglutinante mientras que sueros capaces de aglutinar B. 
pertussis cepa salvaje (fase virulenta) no aglutinan la cepa deficiente en la expresión de 
Fim. La observación microscópica confirma que solo bajo condiciones de aglutinación 
ocurre una disminución significativa en el número de bacterias adheridas por célula. 
Más aún, estudios realizados empleando concentraciones no aglutinantes de anticuerpos 
anti-Fim, mostraron un efecto moderado de estos anticuerpos en la adhesión bacteriana 
[36]. Así, la capacidad de los anticuerpos contra Fim de reducir la adhesión bacteriana 
se relaciona principalmente con la inducción de aglutinación bacteriana. La aglutinación 
promueve la eliminación mecánica de las bacterias in vivo a través del movimiento 
ciliar y la tos. En resumen, estos resultados sugieren que los anticuerpos anti-Fim 
afectan la interacción de B. pertussis con las células epiteliales respiratorias, indicando 
un rol importante en la protección contra este patógeno. Los resultados de este estudio 
explican datos clínicos que demuestran que la incorporación de Fim en las vacunas 
acelulares aumenta significativamente la protección brindada por dichas vacunas y 
ponen en evidencia la importancia de la multivalencia en la formulación de vacunas. 
Tales vacunas no solo deben ser capaces de inducir un alto título de anticuerpos 
protectores contra la acción tóxica de este patógeno, sino también promover 
mecanismos de defensa del hospedador diferentes y a la vez sinérgicos. 
B. pertussis ha sido considerada un patógeno exclusivamente extracelular, sin embargo 
existen numerosos estudios que demuestran que puede invadir y sobrevivir en 
monocitos, macrófagos y diferentes tipos de células epiteliales [3, 8, 10, 17, 31, 33]. 
Estudios in vivo [12, 40] han mostrado resultados similares por lo cual se ha postulado 
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que la invasión podría constituir un mecanismo de inmunoevasión y persistencia de B. 
pertussis en el hospedador. A pesar de su potencial importancia, el mecanismo por el 
cual B. pertussis invade células eucariotas así como los factores de que depende este 
proceso no han sido esclarecidos. La invasión bacteriana de células no fagocíticas es un 
proceso multifactorial con la participación conjunta de factores bacterianos y de los 
componentes de superficie de las células del hospedador [9, 15]. Los resultados de este 
trabajo parecen indicar que la entrada de B. pertussis en células alveolares humanas es 
independiente de la fase de virulencia de la bacteria y no depende de ningún factor 
regulado por el sistema Bvg y que esta invasión, al menos en nuestras condiciones de 
estudio, es un proceso básicamente dependiente de la célula eucariota. Estos resultados 
sugieren que la inhibición de la adhesión por anticuerpos capaces de bloquear la 
interacción bacteria-célula no solo determina una disminución de la colonización sino 
también una disminución de la entrada de B. pertussis al espacio intracelular y por lo 
tanto en su eventual persistencia en el hospedador. 
A diferencia de lo observado en los ensayos de invasión, los resultados obtenidos en los 
ensayos de sobrevida intracelular parecen indicar que la regulación de la expresión de 
los factores de virulencia podría ser relevante en la sobrevida de B. pertussis en el 
interior de la célula eucariota. En particular, la expresión de PT resultaría perjudicial 
para la sobrevida de B. pertussis dentro de la célula epitelial. Dada la toxicidad de PT 
para las células eucariotas es posible que la permanencia de la bacteria dentro de la 
célula determine una disminución de la sobrevida de B. pertussis como efecto 
secundario. Este resultado explicaría en parte la mayor sobrevida intracelular de B. 
Bronchiséptica (que expresa los mismos factores de virulencia que B. pertussis excepto 
PT) respecto a B. pertussis. La existencia de una única monocapa de células eucariotas 
en los sistemas in vitro limita los alcances de esta observación.  
La expresión de ACT parece estar involucrada en la marcada disminución de la 
viabilidad de B. pertussis observada a tiempos cortos post-invasión inicial. 
Aproximadamente el 80% de las bacterias que ingresan a la célula pierden viabilidad en 
los primeros dos días excepto aquellas defectivas en la expresión de ACT. Bassinet et 
al. [3] publicaron resultados similares utilizando el mismo mutante de B. pertussis y 
células epiteliales traquéales humanas (HTE). Estos autores sugieren que el aumento de 
AMPc intracelular es el responsable del efecto observado debido al daño que provoca 
en células eucariotas. En los ensayos realizados en este estudio, sin embargo, no se 
observaron cambios significativos en la viabilidad de las células que puedan explicar el 
fenómeno observado con el mutante deficiente en ACT. A pesar de los cambios 
significativos en el contenido de AMPc observado en una amplia variedad de tipos 
celulares, la toxicidad irreversible se relaciona con la expresión del receptor 
CD11b/CD18 (CR3) presente en células de origen linfocitario tales como neutrófilos y 
macrófagos [11]. Esta especificidad restringida coincide con los efectos de ACT 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 2 
 57
observados en las fases tempranas de la infección sobre macrófagos y neutrófilos. La 
mayor sobrevida observada en los mutantes defectivos en ACT y PT luego de la 
invasión tendría relevancia en el contexto del modelo de colonización propuesto por 
Vergara-Irigaray et al. [37]. Según este modelo, B. pertussis ingresaría al hospedador en 
fase avirulenta o intermedia las cuales se caracterizan por la ausencia de expresión de 
toxinas, entre ellas ACT y PT. Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de 
sobrevida intracelular con los mutantes defectivos en la expresión de estas toxinas, es 
posible suponer que la invasión de células epiteliales en dichas fases favorezca la 
persistencia intracelular de B. pertussis. Los resultados publicados por Masure et al. 
[21] parecen apoyar esta posibilidad. Estos autores encontraron que B. pertussis modula 
la expresión de ACT disminuyendo drásticamente su producción durante la invasión de 
macrófagos humanos. Este estadio intracelular de B. pertussis, aunque probablemente 
transitorio, podría favorecer la evasión de la respuesta inmune del hospedador.  
A diferencia de lo observado con ACT y PT, la expresión de otro/s factores regulados 
por el sistema Bvg es necesaria para la sobrevida bacteriana ya que bacterias en fase 
avirulenta mostraron una persistencia intracelular marcadamente disminuida. Entre los 
factores evaluados en este ensayo, sin embargo, no se identifica un factor en particular 
del cual dependa la sobrevida bacteriana solo es posible afirmar que Prn, Fim y FHA no 
tienen un rol relevante en dicha sobrevida. De acuerdo con los resultados obtenidos por 
Bassinet et al. [3], los resultados presentados en este capítulo indican que B. pertussis 
invade pero no se multiplica en células epiteliales. Sin embargo, no es posible saber si 
este resultado está limitado por nuestro sistema de estudio. De todas formas, B. 
pertussis podría utilizar la invasión a células epiteliales como un mecanismo de evasión 
del sistema inmune del hospedador o alternativamente como una vía para alcanzar otros 
tipos celulares.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 2 
 58
2.5 CONCLUSIONES. 
 
En este capítulo se empleo un modelo de colonización in vitro para estudiar el rol de 
ciertos factores de virulencia de B. pertussis en la adhesión, invasión, y sobrevida 
intracelular en células epitelio alveolares humanas. Mediante el empleo de cepas 
mutantes se pudo observar que la adhesión de B. pertussis es máxima en fase virulenta 
identificándose a FHA como la principal adhesina. La falta de expresión de la toxina 
ACT determina una disminución en el nivel de adhesión aunque de menor magnitud que 
la observada en ausencia de FHA o en fase avirulenta. La menor adhesión observada 
podría tratarse de un efecto secundario a la falta de expresión de ACT, dado que esta 
toxina se localiza en membrana externa asociada a FHA.  
La presencia de anticuerpos dirigidos contra ciertos componentes bacterianos durante la 
interacción inicial bacteria-célula del hospedador modifica la capacidad de adhesión de 
B. pertussis. En particular, Fim 2, Fim 3 y en menor medida FHA, inducen anticuerpos 
que interfieren en la adhesión de B. pertussis a células del hospedador. La disminución 
de adhesión observada en presencia de anticuerpos contra Fim se relaciona 
principalmente con la capacidad de estos anticuerpos de inducir la aglutinación 
bacteriana. FHA y Fim, son dos antígenos de reconocida importancia y componentes de 
casi todas las formulaciones vacunales acelulares actuales, pero están presentes en 
bacterias en fase virulenta. Si este patógeno se transmite en fase avirulenta, como se 
postula, anticuerpos inducidos contra estas proteínas no bloquearían la adhesión.  
La invasión de B. pertussis a células epitelio-alveolares humanas no mostró 
dependencia de ningún factor de virulencia en particular como así tampoco del estado 
de virulencia de la bacteria sugiriendo que es un proceso básicamente dependiente de la 
célula eucariota. Esto significa que anticuerpos capaces de bloquear la adhesión 
bacteriana impedirán la invasión y, eventualmente, la inmunevasión de este patógeno. 
Por el contrario, la sobrevida de B. pertussis dentro de la célula eucariota mostró ser 
dependiente del estado de virulencia de la bacteria. En fase avirulenta, B. pertussis tiene 
una sobrevida intracelular significativamente disminuida. Algunos factores de 
virulencia, en particular las toxinas, parecen tener cierto rol en la cinética de sobrevida 
intracelular de B. pertussis; la expresión de PT disminuye la sobrevida de B. pertussis 
dentro de células A549, mientras que la expresión de ACT esta involucrada en una 
marcada disminución de la viabilidad de B. pertussis observada a tiempos cortos post-
invasión, lo que indica que la modulación de la expresión de estas toxinas posibilitaría 
eventualmente la sobrevida intracelular. La falta de expresión de toxinas como ACT y 
PT, por ejemplo en el fenotipo intermedio, aunque determinaría una menor adhesión a 
células epiteliales por ausencia de ACT, incrementaría significativamente la sobrevida 
intracelular. Por último, los resultados presentados en este capítulo indican que existen 
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factores regulados por el sistema Bvg que son necesarios para la sobrevida intracelular 
de B. pertussis, aunque dichos factores no ha podido ser identificados. 
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3. INTERACCIÓN ENTRE FACTORES DE VIRULENCIA DURANTE LA MODULACIÓN 
DE FASE. SU IMPORTANCIA EN LA COLONIZACIÓN DEL EPITELIO 
RESPIRATORIO. 
  
3.1 INTRODUCCIÓN. 
 
Según se discutió en el capítulo 2, la ausencia de expresión ACT afecta la adhesión de 
B. pertussis a células epiteliales. La expresión de FHA en ausencia de expresión de 
ACT es característica de la fase intermedia de B. pertussis. La fase intermedia ha sido 
asociada con la etapa inicial de colonización; se postula que la bacteria ingresa al 
hospedador en fase intermedia o bien ingresa en fase avirulenta y luego modula a fase 
intermedia. Como ya se mencionó, la transición entre fase virulenta (Bvg+), intermedia 
(Bvgi) y avirulenta (Bvg-), regulada por el sistema de dos componentes BvgAS, es 
contralada in vitro por acción de un agente modulador. Una mayor concentración del 
agente modulador redunda en una disminución en la concentración intracelular del 
activador transcripcional BvgA~P. Esto deriva en la supresión de los genes vags y la 
expresión de los genes reprimidos en virulencia o vrgs. La exposición a condiciones 
semi-moduladoras, tales como concentraciones intermedias de un agente modulador o 
temperaturas de cultivo entre 30 ºC y 37 ºC, resulta en la expresión de los factores de 
virulencia de la fase Bvgi [2, 3].  
Entre los genes regulados por Bvg, no todos los promotores son activados de igual 
forma. La evidencia experimental indica que la activación de los promotores regulados 
por Bvg resulta de una respuesta diferente frente a la concentración intracelular de 
BvgA~P debida a diferencias en la arquitectura de dichos promotores [1, 9]. Los 
promotores denominados “tempranos”, de los cuales el promotor de fhaB es un claro 
ejemplo, son activados rápidamente una vez liberados de la modulación [18] y se 
requieren altas concentraciones de agente modulador para inducir su represión [19]. Los 
promotores “tardíos”, entre los cuales se encuentran los promotores de los genes cyaA y 
ptxA, se activan transcurrido un lapso de tiempo mayor luego del cambio a condiciones 
no moduladoras y se requieren bajas concentraciones de agente modulador para inducir 
su represión [18, 19]. En consecuencia, durante el cambio de fase avirulenta a virulenta 
los genes tempranos, como fhaB, se activan primero que los genes tardíos, entre ellos 
cyaA. Si las condiciones semi-moduladoras se mantienen la bacteria permanece en fase 
intermedia, en la cual expresa FHA y no ACT.  
Veal-Carr y Stibitz [22] demostraron, utilizando el sistema RIVET (recombinase-based 
in vivo technology system), que la activación diferencial de los promotores de genes de 
virulencia de B. pertussis también ocurre in vivo. En dicho estudio, el patrón de 
expresión de los genes regulados por Bvg in vivo coincide con el patrón de expresión 
observado in vitro. Como se mencionó antes, se ha postulado que la regulación 
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diferencial podría ocurrir durante la transmisión de persona a persona donde B. pertussis 
sufriría diferente grado de modulación debido a cambios en las condiciones de entorno. 
En estas circunstancias, el orden en que se expresan los factores de virulencia podría 
afectar la interacción de B. pertussis con el hospedador [9, 22, 23]. La expresión inicial 
de adhesinas como FHA y Fim facilitaría la adhesión a las células del tracto 
respiratorio. Una vez adheridas la expresión de las toxinas, entre ellas ACT y PT, 
tendría un efecto protector contra la acción bactericida de las células del sistema inmune 
del hospedador.  
Recientemente, se demostró la asociación física entre dos de los principales factores de 
virulencia regulados por Bvg [26], FHA y ACT. Se determinó también que la presencia 
de FHA es necesaria para la retención de ACT en la membrana externa de B. pertussis. 
Sin embargo, la relevancia funcional de la expresión conjunta de FHA y ACT o de la 
expresión de FHA en ausencia de ACT no ha sido estudiada.  
Los resultados del Capítulo 2 demostraron que la ausencia de expresión de ACT afecta 
la capacidad de interacción de B. pertussis con células epiteliales respiratorias. En este 
capítulo se estudió si esto se debe a un efecto de la actividad enzimática de ACT sobre 
receptores presentes en la célula epitelial, a una actividad tipo adhesina de ACT o bien a 
un efecto sobre FHA. Dada su interacción con FHA, la principal adhesina involucrada 
en la adhesión a células epiteliales, resulta probable que la ausencia de ACT afecte 
estructuras o dominios presentes en FHA involucrados en la interacción bacteria-célula.  
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
3.2.1.  CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 
 
Las cepas utilizadas en este estudio se detallan en la Tabla 1. Las diferentes cepas de B. 
pertussis fueron cultivadas en placas de ABGs durante 72 hs a 37 ºC. Posteriormente, 
las cepas se repicaron en una nueva placa de ABGs y se cultivaron a 37 °C durante 24 
hs. Las cepas de B. pertussis (salvaje y mutantes) se ensayaron en fase virulenta a 
menos que se especifique lo contrario. 
Para los estudios comparativos de los fenotipos de B. pertussis dependientes del sistema 
Bvg, la cepa Tohama (cepa salvaje) y la cepa Bp 3183 se cultivaron en placas de ABGs 
con o sin el agregado de un agente modulador (50 mM MgSO4) a 37 ºC durante 24 hs. 
Los cultivos fueron luego repicados en medio líquido SS con y sin el agregado de 
agente modulador (50 mM MgSO4) y cultivados en agitación (160 r.p.m) a 37 ºC 
durante 30 hs. Posteriormente, ambos cultivos fueron repicados en medio SS sin agente 
modulador y se procedió a la toma de muestra transcurridas 0, 6, 9, 12, y 24 hs del 
inicio del cultivo. Las bacterias fueron lavadas, resuspendidas en medio DMEM o PBS 
a una concentración final de 105 bacteria ml-1 y empleadas en los ensayos de adhesión o 
western blot, respectivamente. 
 
                                                 Tabla 1. Cepas de B. pertussis. 
Cepa Descripción Referencia
Bp Tohama  Cepa salvaje [17] 
Bp GR4 Tohama, FHA (-)  [13] 
Bp 3183 Tohama, ACT (-) [25] 
Bp 537 Tohama, Bvg (-) avirulenta [16] 
 
3.2.2.  CONDICIONES DE CULTIVO DE LÍNEA CELULAR A549. 
 
Como modelo de infección se utilizó la línea celular humana A549 (American Type 
Culture Collection, Rockville, MD) [12]. Las células A549 fueron cultivadas en botellas 
(Falcon 3002; Becton Dickinson, San Jose, CA) en medio DMEM suplementado con 
SFB (10 %) (Cansera, Rexdale, ON, Canada) inactivado por calor, 100 unidades ml-1 y 
100 mg ml-1 de Pen/Strep respectivamente (Bio Whittaker, Walkersville, MD), en 
estufas a 37 °C, con 5 % de CO2  y 100 % de humedad. Cuando el cultivo alcanzó un 80 
% de confluencia, las células fueron removidas con tripsina (0.25 % v v-1)-EDTA (0.1 
% p v-1) (KuraboCo., Ltd,. Osaka, Japón) y cultivadas en placas de 24 pocillos. El 
estado del cultivo se testeó por observación microscópica y recuento de células viables 
por exclusión mediante tinción con Trypan blue en pocillos elegidos al azar. 
 
3.2.3.  SUEROS Y ANTICUERPOS. 
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Se emplearon los siguientes anticuerpos monoclonales (mAc) específicos contra 
proteínas de B. pertussis: 2A12 (IgG2a) anti-ACT, 6E1 (IgG1) anti-ACT (ambos 
provistos por el Dr. Hewlett, Universidad de Virginia, USA), y 37F3 (IgG1) anti-FHA 
provisto por The Netherlands Vaccine Institute, Bilthoven, The Netherlands. Los 
anticuerpos policlonales (pAc) de ratón anti-ACT de B. pertussis fueron generados 
según se describen en Hozbor et al. [7]. En estos ensayos, los anticuerpos fueron 
empleados en concentraciones no aglutinantes.  
 
3.2.4.  ENSAYO DE ADHESIÓN. 
 
La adhesión bacteriana a células A549 se llevó a cabo según lo descrito en el Capítulo 2 
con algunas modificaciones. Aproximadamente 5 × 103 células por pocillo fueron 
cultivadas durante 18 hs en medio DMEM adicionado con SFB y Pen/Strep. El medio 
de cultivo con antibióticos fue removido mediante lavados con medio DMEM 
suplementado con 10 % SFB previo a la incubación con las diferentes cepas de B. 
pertussis (proporción: 100 bacterias por célula) en presencia o ausencia de mAc (30 μg 
ml-1), pAc de ratón anti-ACT (10 % v v-1), suero pre-inmune, o heparina de mucosa 
bovina (1 mg ml-1) (Sigma). Luego de adicionar el inóculo bacteriano, las placas fueron 
centrifugadas 5 min a 300 × g para facilitar el contacto entre bacterias y células. La 
adhesión de bacterias a células A549 luego de 2 horas de incubación a 37 ºC, se 
determinó según se detalla en la sección 2.2.6 del capítulo 2. 
 
3.2.5.  WESTERN BLOT. 
 
Para los ensayos de inmunodetección, muestras proteicas obtenidas de suspensiones 
bacterianas tratadas con buffer Laemmli fueron analizadas mediante electroforesis en 
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE; 12.5 %) [10] y transferidas a membranas de poli-
fluoruro de vinilideno (Immobilon PVDF Millipore) [20]. Las membranas fueron 
incubadas con mAc anti-FHA o pAc anti-ACT durante 2 hs a temperatura ambiente. La 
detección inmunoquímica se realizó empleando anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón 
conjugados con fosfatasa alcalina (Jackson Immuno Research, BaltimorePike). 
 
3.2.6.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. Los resultados se analizaron 
estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la comparación de los 
valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia Significativa (LSD) 
con un grado de significación (α) de 0.05.  
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3.3 RESULTADOS. 
  
3.3.1.  LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE ACT NO AFECTA LA ADHESIÓN DE B. 
PERTUSSIS A CÉLULAS EPITELIALES. 
 
La disminución de adhesión a células epiteliales en bacterias deficientes en la expresión 
de ACT (según los resultados expuestos en el capítulo 2), podría deberse a alguna de las 
actividades enzimáticas de ACT. Por ejemplo, el incremento de AMPc mediado por la 
actividad adenilato ciclasa (AC) podría incrementar el número de receptores para 
adhesinas expuestos en la superficie de la célula blanco, entre otros efectos posibles. 
Para evaluar si alguna de las actividades enzimáticas es responsable del efecto 
observado, se estudió la adhesión de B. pertussis cepa salvaje (Tohama) en presencia de 
mAc bloqueantes de las distintas actividades enzimáticas de ACT. El mAc 6E1, bloquea 
la actividad hemolítica (Hly) pero no interfiere con la actividad AC de ACT. El mAc 
2A12, bloquea la unión de ACT a la membrana de la célula blanco, e interfiere con 
ambas actividades enzimáticas de ACT, AC y Hly [11]. Ninguno de los mAc utilizados 
afectó la adhesión de B. pertussis cepa salvaje en fase virulenta a células epiteliales (P< 
0.05) (Fig. 1). Confirmando este resultado, la presencia de suero policlonal contra ACT 
tampoco modificó la adhesión bacteriana (Fig. 1). En contraste, la adhesión de la cepa 
salvaje disminuyó significativamente en presencia de mAc anti-FHA (P< 0.05).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 Efecto de la presencia de anticuerpos anti-ACT y anti-FHA en la adhesión de B. pertussis a células 
epitelio-alveolares. B. pertussis cepa salvaje (Bp Tohama) o cepas defectivas en la expresión de ACT (Bp 3183) o 
FHA (BpGR4) fueron incubados con células A549 (Rib/c 100) en presencia de suero pre-inmune (10 % v v-1), suero 
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anti-ACT (10 % v v-1), anticuerpos monoclonales (mAc) anti-ACT (30 μg ml-1), anticuerpos monoclonales anti-FHA (30 
μg ml-1), o ambos. Los resultados corresponden a la media ± DE de 3 experimentos independientes. 
 
Con el fin de evaluar el posible rol de ACT como una adhesina menor de B. pertussis, 
se evaluó el efecto de la presencia de anticuerpos específicos contra ACT en la adhesión 
de la cepa mutante deficiente en la expresión de FHA y el efecto de la combinación de 
anticuerpos anti-FHA y anti-ACT en la adhesión de la cepa salvaje. Según se observa en 
la Figura 1, la presencia de anticuerpos anti-ACT no disminuyó la adhesión del 
mutante deficiente en la expresión de FHA (ver Fig. 2, Capítulo 2). Por otra parte, la 
presencia de anticuerpos específicos contra ACT no disminuyó la adhesión de la cepa 
salvaje en presencia de anticuerpos anti-FHA (Fig. 1), indicando que ACT no actúa 
como una adhesina en la interacción de B. pertussis con células A549. Por el contrario, 
la adhesión de la cepa deficiente en la expresión de ACT disminuyó en presencia de 
anticuerpos anti-FHA confirmando nuevamente el rol principal de FHA en la adhesión a 
células epiteliales (Fig. 1).  
 
3.3.2.  LA AUSENCIA DE EXPRESIÓN DE ACT NO AFECTA LA EXPRESIÓN DE FHA 
EN B. PERTUSSIS. 
 
Zaretzky et al. [26] demostraron que la expresión de FHA resulta esencial para la 
expresión de ACT en la superficie bacteriana. Dado que FHA y ACT interaccionan en 
la membrana externa, es posible que la ausencia de ACT afecte la expresión de FHA. 
Esto podría explicar la disminución de adhesión observada en el mutante deficiente en 
la expresión de ACT. De acuerdo con los resultados de Zaretzky et al. [26], el análisis 
por western blot de la cepa deficiente en la expresión de FHA (BpGR4) demostró una 
disminución significativa en la expresión de ACT (Fig. 2). Sin embargo, la ausencia de 
ACT no modificó la expresión celular de FHA (Fig. 2). 
 
 
Fig. 2 La ausencia de expresión de ACT no afecta la 
expresión de FHA. Análisis por Western blot de células de 
of B. pertussis Tohama (cepa salvaje); Bp 3183 (ACT-) y Bp 
GR4 (FHA-). Las muestras proteicas obtenidas de las 
bacterias lisadas fueron separadas mediante SDS-PAGE 
(12.5 %) y transferidas a membranas PVDF. Se realizó la 
inmunodeteción empleando anticuerpos de ratón anti-FHA 
(A) o anti-ACT (B). La migración de los marcadores de peso 
molecular (kDa) se indica sobre el margen derecho de la 
figura. 
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3.3.3.  LA EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE FHA Y ACT EN RESPUESTA A FACTORES 
MODULADORES AFECTA LA ADHESIÓN DE B. PERTUSSIS A CÉLULAS 
EPITELIO-ALVEOLARES. 
 
La regulación diferencial de los promotores activados por Bvg determina que B. 
pertussis exprese transitoriamente FHA pero no ACT durante la modulación de fase. 
Para evaluar el efecto de la ausencia de expresión de ACT en la adhesión a células 
epiteliales durante la modulación de fase de B. pertussis, se realizaron ensayos de 
adhesión a células A549 con bacterias sometidas a modulación. Brevemente, bacterias 
cultivadas en presencia de concentraciones moduladoras de MgSO4 durante 
aproximadamente 30 hs fueron cultivadas luego en condiciones no moduladoras por 
diferentes periodos de tiempo (Bp out-mod) y evaluadas en ensayos de adhesión a 
células epiteliales. B. pertussis cepa salvaje (Bp Tohama) y una cepa mutante deficiente 
en la expresión de ACT (Bp 3183) fueron cultivadas en paralelo bajo condiciones no 
moduladoras para ser utilizadas como controles. Paralelamente, la cepa Bp 3183 fue 
cultivada en presencia de concentraciones moduladoras de MgSO4 durante 30 hs y 
luego cultivada en condiciones no moduladoras por diferentes periodos de tiempo (Bp 
3183 out-mod). Las bacterias así cultivadas fueron utilizadas en ensayos de adhesión a 
células epiteliales. En la Figura 3A se observa que, inmediatamente después del cambio 
a condiciones no moduladoras, las bacterias (Bp out-mod/0) adhieren significativamente 
menos (P<0.05) que la cepa salvaje (Bp Tohama) y la cepa Bp 3183. Bacterias 
recuperadas luego de 6 hs del cambio a condiciones no moduladoras (Bp out-mod/6), 
momento en el cual se espera que las bacterias expresen FHA y no ACT [22], muestran 
valores de adhesión significativamente mayores (P<0.05) que aquellos exhibidos por Bp 
out-mod/0, pero similares a los observados en el mutante deficiente en la expresión de 
ACT (Bp 3183). Bacterias cultivadas durante 9 hs bajo condiciones no moduladoras 
adhieren significativamente más (P<0.05) a células epiteliales que las bacterias 
recuperadas luego de 6 hs, aunque los valores de adhesión de dichas bacterias resultan 
aún menores que los valores observados en la cepa salvaje (Bp Tohama). Finalmente, 
luego de 12 horas de incubación en condiciones no moduladoras, la adhesión bacteriana 
alcanza valores similares a los observados en la cepa salvaje (Bp Tohama). Esto 
observación coincide con el momento en el que se espera la expresión tanto de FHA 
como de ACT [22]. 
La evolución de la expresión de FHA y ACT luego del cambio a condiciones no 
moduladoras se evaluó por western blot. Como se observa en la Figura 3B, luego de 6 
hs de cultivo en condiciones no moduladoras se detecta la expresión celular de FHA. La 
evolución de los valores de adhesión bacteriana parece correlacionar con el nivel de 
expresión de ACT dependiente del tiempo. El incremento de adhesión del mutante 
deficiente en la expresión de ACT luego del cambio a condiciones no moduladoras (Bp 
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3183 out-mod) resultó similar al observado en la cepa salvaje (Bp out-mod) durante la 
primeras 6 horas. Sin embargo, luego de 9 horas de incubación en condiciones no 
moduladoras el valor de adhesión de la cepa salvaje (Bp out-mod/9), que a diferencia de 
la cepa Bp 3183 out-mod ya expresa ACT (Fig. 3B), resultó significativamente mayor 
(P<0.05) que el valor observado en el mutante deficiente en la expresión de ACT bajo 
las mismas condiciones de cultivo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Modulación fenotípica y su efecto en la adhesión de B. pertussis a células epitelio-alveolares humanas. 
B. pertussis cepa salvaje (Bp Tohama) y cepa mutante deficiente en la expresión de ACT (Bp 3183) fueron cultivadas 
en presencia de MgSO4 (50 mM) durante 30 hs y luego cultivadas en ausencia de MgSO4 (Bp out-mod y Bp 3183 out-
mod, respectivamente) durante 0, 6, 9, 12 o 24 hs. Paralelamente, la cepa salvaje (Bp Tohama) y la cepa deficiente en 
la expresión de ACT (Bp 3183) fueron cultivadas en ausencia del agente modulador durante 0, 6, 9, 12 o 24 hs para ser 
utilizadas como control. (A) Bp out-mod, Bp 3183 out-mod, Bp Tohama, y Bp 3183 cultivadas en condiciones no 
moduladoras por diferentes periodos de tiempo fueron incubadas con células A549 (Rib/c 100). El nivel de adhesión de 
Bp Tohama (control) se fijó como 100 %. Los valores corresponden a la media de 3 experimentos independientes. (B) 
La expresión de ACT y FHA en Bp out-mod creciendo bajo condiciones no moduladoras por diferentes periodos de 
tiempo fue analizada mediante western blot. La expresión de ACT y FHA de Bp Tohama fue analizada como control.  
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3.3.4.  LA EXPRESIÓN DE ACT AFECTA LA ACTIVIDAD ADHESINA DE FHA 
INHIBIBLE POR HEPARINA. 
 
La adhesión de B. pertussis a células epiteliales a través de FHA involucra un dominio 
de unión presente en esta proteína que es inhibido en presencia de heparina [6, 14, 15]. 
Con el fin de determinar sí la interacción entre ACT y FHA tiene alguna influencia 
sobre la funcionalidad de éste dominio de unión a células del hospedador, se comparó la 
capacidad de adhesión de la cepa salvaje (Bp Tohama) y la cepa deficiente en la 
expresión de ACT (Bp 3183) a células epiteliales en presencia de heparina. La presencia 
de heparina determinó una disminución significativa (P<0.05) en la adhesión de la cepa 
salvaje pero no modificó la adhesión de la cepa mutante deficiente en la expresión de 
FHA (Bp GR4) (Fig. 4). Estos resultados confirman la participación del dominio de 
unión inhibible por heparina en la adhesión mediada por FHA a células epiteliales. Sin 
embargo, la presencia de heparina no modificó la adhesión de la cepa Bp 3183 a las 
células A549 (P<0.05), sugiriendo que la interacción FHA-ACT en la superficie 
bacteriana resulta relevante para la actividad del dominio de unión a heparina presente 
en FHA (Fig. 4). 
 
 
 
Fig. 4 Efecto de heparina en la 
adhesión de B. pertussis a 
células epitelio-alveolares. B. 
pertussis cepa salvaje (Bp 
Tohama), cepa mutante deficiente 
en la expresión de FHA (Bp GR4) 
y cepa mutante deficiente en la 
expresión de ACT (Bp 3183) 
fueron incubadas con células 
A549 (Rib/c 100) en presencia o 
ausencia de heparina (1 mg ml-1). 
Los resultados corresponden a la 
media ± DE de 3 experimentos 
independientes. 
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3.4 DISCUSIÓN. 
 
ACT y FHA son dos de los principales factores de virulencia regulados por Bvg con 
expresión diferencial durante la modulación de fase. Debido a la arquitectura particular 
de sus promotores, los genes que codifican estas proteínas se activan bajo diferentes 
condiciones de entorno. Como consecuencia, B. pertussis expresa FHA y no ACT en la 
fase Bvgi.  
Estudios recientes demostraron la asociación física entre ACT y FHA en la membrana 
externa de B. pertussis [26]. Una cepa mutante deficiente en FHA libera 
significativamente más ACT debido a una retención defectiva en la superficie 
bacteriana [24]. Los resultados presentados en este capítulo confirman y además 
demuestran que la ausencia de expresión de ACT no afecta la expresión de FHA [26] 
pero provoca una disminución significativa en la adhesión bacteriana a células 
epiteliales. Estudios previos mostraron resultados similares en cuanto a la capacidad de 
adhesión a células epiteliales ciliadas de otra cepa mutante de Bordetella defectiva en la 
expresión de ACT [4, 21], mientras que un mutante de B. pertussis que expresa en la 
superficie bacteriana ACT sin actividad enzimática adhiere a células epiteliales 
respiratorias en igual magnitud a la cepa salvaje [8]. Combinados, estos resultados 
parecen indicar que la expresión de ACT en la superficie de B. pertussis, y no su 
actividad enzimática, resulta relevante para la adhesión bacteriana a células epiteliales. 
Este efecto se observó también durante la modulación de fase. Bacterias que expresan 
temporalmente FHA, pero no ACT, durante la modulación de fase mostraron valores de 
adhesión similares a los observados en la cepa deficiente en ACT. Durante el cambio de 
fase avirulenta a virulenta, la expresión de FHA se detectó con anterioridad a la 
expresión de ACT luego del cambio a condiciones no moduladoras y los valores de 
adhesión observados aumentaron en paralelo con la expresión de ACT. Estos resultados 
concuerdan con estudios previos publicados por Edwards et al. [4], en los cuales se 
demostró que una cepa mutante de B. bronchiseptica deficiente en la expresión de ACT 
presenta un nivel “intermedio” de adhesión a células epiteliales traqueales de conejo, 
esto es, valores intermedios entre la cepa Bvg+ y Bvg−. 
Sin embargo, ACT no parece comportase como adhesina. Bacterias deficientes en la 
expresión de todos los factores de virulencia regulados por Bvg adhieren a células 
epiteliales en forma similar a bacterias deficientes en la expresión de FHA. Esto sugiere 
que FHA, y no ACT o cualquier otro de los factores de virulencia regulados por Bvg, 
participa en la adhesión bacteriana bajo las condiciones experimentales empleadas en 
este estudio. Por otro parte, la presencia de anticuerpos anti-ACT no modificó la 
adhesión de la cepa salvaje o del mutante deficiente en FHA a células epiteliales 
respiratorias. Estos datos sugieren que ACT no se comporta como adhesina en las 
condiciones ensayadas en este estudio. 
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El incremento en la concentración intracelular de AMPc provocado por ACT podría 
inducir cambios en la célula blanco que determinen un aumento en la adhesión 
bacteriana. Para evaluar esta posibilidad utilizamos anticuerpos monoclonales capaces 
de bloquear cada una de las actividades enzimáticas de la toxina ACT, adenilato ciclasa 
y hemolisina. Ninguno de los anticuerpos monoclonales disminuyó la adhesión de la 
cepa salvaje indicando que las actividades enzimáticas de ACT no están involucradas en 
el aumento de adhesión de B. pertussis a células epiteliales. Resultados obtenidos por 
otro grupo de investigación parecen apoyar esta conclusión. Gray et al. [5] encontraron 
que el bloqueo de la actividad adenilato ciclasa de la toxina mediante anticuerpos 
monoclonales suprime la inducción de altos niveles de AMPc en monocitos de ratón 
pero no afecta la adhesión de B. pertussis. De manera similar, en un trabajo publicado 
por Ishibashi et al. [8] se demostró que los niveles de adhesión celular de una cepa de B. 
pertussis que expresa una forma inactiva de ACT en la membrana bacteriana y la cepa 
salvaje que expresa la toxina en forma activa son similares. En conjunto, estos 
resultados indican que la disminución de adhesión bacteriana en ausencia de ACT no 
está relacionada con ninguna de las actividades enzimáticas de esta toxina.  
La asociación entre ACT y FHA en la superficie bacteriana plantea la posibilidad de que 
la expresión de ACT intervenga de alguna manera en la adhesión bacteriana mediada 
por FHA. FHA es una adhesina multifuncional que posee diferentes moléculas de 
anclaje, incluyendo lactosil ceramidas presente en células ciliadas, azúcares sulfatados 
presentes en la superficie de células epiteliales y en la matriz extracelular, e integrinas 
presentes en leucocitos. Menozzi et al. [15] demostraron que la actividad de unión 
inhibible por heparina de FHA es la responsable de la adhesión de B. pertussis a células 
epiteliales. La presencia de heparina determina una disminución en la adhesión de la 
cepa salvaje resultando ésta en valores similares a los observados en el mutante 
deficiente en FHA, mientras que la adhesión del mutante deficiente en FHA no se ve 
afectada por la presencia de dicho glucosaminoglucano. En este estudio se demostró que 
la presencia de heparina no modifica significativamente la adhesión de la cepa 
deficiente en ACT. Estos resultados sugieren que la expresión de ACT modifica y 
amplifica la función de FHA como adhesina, presumiblemente induciendo un cambio 
conformacional que involucra, al menos, uno de los dominios de unión de esta proteína. 
La ausencia de ACT modifica la interacción FHA-células epiteliales en forma tal que la 
adhesión bacteriana es menor pero también resulta insensible a la presencia de heparina. 
La heparina y otros glicosaminoglicanos sulfatados están presentes en forma abundante 
en la matriz extracelular e interaccionan con diversas proteínas eucariotas las cuales 
regulan procesos fisiológicos importantes. Los heparan sulfatos (HS) están presentes en 
la matriz extracelular de la superficie celular de casi todas las células animales. 
Como ya se mencionó, se cree que la regulación diferencial de los factores de virulencia 
a través del sistema Bvg juega un rol en la patogénesis de B. pertussis [9, 23]. Un 
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estudio recientemente publicado sustenta esta hipótesis y sugiere que la fase Bvgi es 
importante durante la infección [22]. Este fenotipo se caracteriza por la expresión de 
FHA pero no ACT. El cambio en la funcionalidad de FHA asociada a la superficie 
bacteriana en ausencia de expresión ACT podría ser relevante para la adhesión de la 
bacteria durante la infección, cuando la producción de mucus y de polisacáridos 
sulfatados aumenta considerablemente en el tracto respiratorio. 
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3.5 CONCLUSIONES. 
 
La adhesión al epitelio respiratorio es un evento clave en la colonización de B. pertussis. 
En este capítulo se estudió la relevancia de la interacción entre dos factores de 
virulencia que presentan una asociación física en membrana externa y que poseen la 
particularidad de tener un patrón de expresión temporal distinto durante la modulación 
de fase. FHA, una de las principales adhesinas de B. pertussis, es un factor de virulencia 
de expresión temprana mientras que la toxina ACT es un factor de virulencia de 
expresión tardía. La ausencia de expresión de FHA o ACT resulta en una significativa 
disminución en la adhesión de B. pertussis a células epiteliales. En bacterias que co-
expresan FHA y ACT (bacterias en fase virulenta) la heparina, así como otros heparan 
sulfatos abundantes en el sitio de infección, bloquea uno de los dominios de unión a 
carbohidratos de FHA crucial en la interacción con células epiteliales. Los resultados 
presentados aquí sugieren que la expresión de ACT en membrana modifica la actividad 
adhesina de FHA indirectamente, esto es, altera el funcionamiento del dominio de unión 
a carbohidratos inhibible por heparina presente en FHA. La ausencia de expresión de 
ACT no interfiere con la localización de FHA pero determina que B. pertussis se 
adhiera eficientemente a células epiteliales aún en presencia de heparina. De manera 
que, la interacción entre estos dos factores y la regulación temporal de su expresión 
podría ser crítica durante la infección. 
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4. ADAPTACIÓN FENOTÍPICA A LAS CONDICIONES FISIOLÓGICAS Y SUS 
CONSECUENCIAS EN LA INTERACCIÓN DE B. PERTUSSIS CON CÉLULAS 
EPITELIALES.  
  
4.1 INTRODUCCIÓN. 
 
Como se mencionó anteriormente, existen dos tipos de vacunas contra la tos convulsa: 
las vacunas celulares, compuestas de bacterias en fase virulenta inactivadas por calor, y 
las vacunas acelulares, compuestas de antígenos purificados como FHA, Fim, Prn, o PT, 
que son proteínas propias de la fase virulenta de B. pertussis. Parte de la problemática 
asociada al uso de las vacunas actuales puede explicarse si se tiene en cuenta uno de los 
modelos de infección más aceptados en la actualidad. Este modelo, sustentado por 
resultados de numerosos grupos de investigación, sostiene que durante la etapa inicial 
de infección B. pertussis no se encuentra en fase virulenta sino en un estado intermedio 
o avirulento. Esta discrepancia entre el fenotipo vacunal (virulento) y el fenotipo 
infectante podría explicar en parte la protección deficiente de las vacunas actuales. Los 
resultados discutidos en el capítulo 3, demostraron la importancia de la expresión 
diferencial y de la interacción entre factores de virulencia durante la modulación de fase 
en la adhesión a células epiteliales y sus implicancias en el éxito de la colonización.  
Una estrategia que permite acercarnos al estudio del fenotipo infectante de B. pertussis, 
independientemente de la fase de virulencia que este patógeno podría presentar al 
momento de la infección, implica el estudio del fenotipo bacteriano en respuesta a 
condiciones fisiológicas. Es decir aquellas características que deberán estar presentes en 
la bacteria infectante para que sea capaz de sobrevivir y colonizar al hospedador. Una 
condición del entorno que todos los microorganismos patógenos de mamíferos 
enfrentan es el stress nutricional por escasez de hierro libre. 
El hierro es un micro-nutriente esencial para todos los organismos. La concentración de 
hierro libre en el cuerpo humano es demasiado baja para permitir el crecimiento 
microbiano, debido principalmente a la presencia de proteínas, como transferrina, 
lactoferrina y hemoglobina, que capturan el hierro disponible. Así, la escasez de hierro 
en mucosas y fluidos constituye una barrera natural contra el desarrollo de infecciones. 
Las bacterias responden a esta limitación de hierro mediante la expresión de sistemas de 
captura de hierro de alta afinidad además de otros factores que eventualmente 
contribuyen a la colonización [11, 14]. La expresión de estos sistemas, en general de 
tipo proteico, es regulada por la disponibilidad de hierro libre en el entorno bacteriano. 
En particular, B. pertussis expresa diferentes proteínas de captura de alta afinidad, 
incluyendo proteínas de unión a lactoferrina o transferrina y un receptor para la 
utilización del grupo hemo [7, 21, 23, 24]. La limitación de hierro también induce en B. 
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pertussis la expresión de diversas proteínas de membrana externa, algunas de función 
aún no establecida, y receptores de sideróforos [1, 6, 10].  
Estudios previos indican que la limitación de hierro induce en diversos 
microorganismos patógenos fenotipos con mayor virulencia, los cuales, entre otras 
características, poseen una mayor capacidad de adhesión al epitelio del hospedador que 
contribuye a la colonización [18, 26]. En este capitulo, investigamos si la limitación en 
este nutriente, uno de los principales moduladores in vivo, modifica la capacidad de 
interacción de B. pertussis con células epiteliales y, si en estas condiciones, se induce la 
expresión de proteínas inmunogénicas que puedan representar potenciales candidatos 
vacunales. 
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4.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
4.2.1.  CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 
 
Bordetella pertussis cepa salvaje (Tohama) y cepa Bp GR4, un mutante derivado de 
Tohama defectivo en la expresión de FHA [15], fueron utilizadas en este estudio. Para 
determinados experimentos, la cepa Tohama fue transformada con el plásmido pCW505 
(proporcionado por Dr. Weiss, Cincinnati, Ohio) el cual induce la expresión 
citoplasmática de la proteína fluorescente verde GFP (Green Fluorescent Protein) sin 
modificar el crecimiento o la expresión de antígenos [29].  
Las cepas de B. pertussis fueron cultivadas en placas de ABGs durante 72 hs a 37 ºC y 
luego repicadas en una nueva placa ABGs y cultivadas a 37 ºC durante 24 hs. De los 
cultivos en medio sólido se extrajo un inóculo para el cultivo en medio liquido SS a una 
densidad celular inicial equivalente a 0.2 Abs650 nm. Las bacterias fueron cultivadas en 
este medio durante 30 hs a 37 ºC y 160 r.p.m. Finalizado este proceso, las bacterias se 
recuperaron por centrifugación (10000 × g, 15 min), se lavaron con una solución salina 
estéril libre de hierro, y se resuspendieron a una concentración estimada de 2 × 108 UFC 
ml-1. Volúmenes iguales de la suspensión bacteriana fueron utilizados para inocular 100 
ml de medio SS (SS, 36 µM hierro) y medio SS libre de hierro (SS-Fe, sin el agregado 
de FeSO4.7H2O). Dichas inóculos bacterianos fueron cultivados a 37 ºC en agitación 
(160 r.p.m) durante 20 hs (fase exponencial temprana), y luego repicados (dos veces) en 
los respectivos medios de cultivo. Finalmente, las bacterias fueron recuperadas por 
centrifugación y utilizadas en los correspondientes ensayos. 
Para los estudios comparativos de los fenotipos de B. pertussis dependientes del sistema 
Bvg, la cepa Tohama se cultivo en ABGs con y sin el agregado de un agente modulador 
(50 mM MgSO4) a 37 ºC durante 24 hs. Dichos cultivos fueron repicados en medio 
líquido SS o SS-Fe, con y sin el agregado de agente modulador (50 mM MgSO4, 160 
r.p.m. a 37 ºC durante 20 hs), respectivamente. 
El medio SS libre de hierro (SS-Fe) fue preparado empleando tubos de polipropileno 
estériles (Falcon; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) o recipientes de 
vidrio lavados con una solución de ácido nítrico (3M) y H2O bidestilada para remover 
posibles trazas de hierro adheridas a la superficie. Toda el H2O empleada para la 
preparación de medio libre de hierro fue deionizada. El medio SS libre de hierro fue 
finalmente tratado con una resina de intercambio catiónico Chelex 100 (Bio-Rad, 
Hercules, Calif., USA) según West & Sparling [30]. 
 
4.2.2.  DETECCIÓN DE SIDERÓFOROS. 
 
La presencia de sideróforos en el sobrenadante del medio de cultivo de B. pertussis 
cultivada en medio SS libre de hierro se determinó para confirmar la limitación de 
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hierro del cultivo. Brevemente, muestras de cultivos de B. pertussis en medio SS-Fe y 
SS (empleado como control negativo) fueron centrifugadas para remover las células. El 
sobrenadante se filtró a través de una membrana de nylon de tamaño de poro 0.22 µm 
(Nalgene Co., Rochester, N. Y.) y se le adicionó a un volumen equivalente de solución 
de cromo azurol S (ensayo CAS) según se describe en Schwyn & Neilands [27]. El 
cambio de color de azul a rosado indica la presencia de sideróforos. 
 
4.2.3.  SUEROS Y ANTICUERPOS. 
 
En este estudio se empleó un pool de 15 sueros de pacientes convalecientes de tos 
convulsa con elevado título contra B. pertussis, según se determinó por ELISA [19], y 
un pool de sueros de niños de 4 años de edad (nacionalidad holandesa) participantes de 
un ensayo clínico para comparar la eficiencia de diferentes refuerzos en la vacunación 
contra pertussis [5]. Estos infantes fueron vacunados según el Programa de 
Inmunización Nacional Regular de Holanda a la edad de 2, 3, 4 y 11 meses con la 
vacuna celular. Las muestras de sueros de 15 niños obtenidas transcurridos 30 días 
desde la última dosis de vacuna celular, con elevado título contra B. pertussis según se 
determinó por ELISA [19], se utilizaron para generar un pool de sueros el cual se utilizó 
en este estudio. 
Se empleó el anticuerpo monoclonal (mAc) 4-37F3 (IgG1) específicos contra FHA de 
B. pertussis [22] provisto por The Netherlands Vaccine Institute, Bilthoven, The 
Netherlands.  
 
4.2.4.  LECTINAS. 
 
Las lectinas fluorescentes por conjugación con isotiocianato de fluoresceína (FITC) 
(FITC-lectina) procedentes de Dioclea violácea (DvL), Dioclea grandiflora (DgL), 
Cratylia floribunda (CfL), Bryohtamnium triquetrum (BtL), y Lonchocarpus sericeus 
(LsL) [2, 3, 9, 20] fueron gentilmente proporcionadas por el Dr. Holanda Teixeira, 
Universidade Federal do Ceará, Fortaleza, Brasil. 
 
4.2.5.  CONDICIONES DE CULTIVO DE LÍNEA CELULAR A549. 
 
Como modelo de infección se utilizó la línea celular humana A549 (American Type 
Culture Collection, Rockville, MD) [13]. Las células A549 fueron cultivadas en botellas 
(Falcon 3002; Becton Dickinson, San Jose, CA) en medio DMEM (Gibco BRL, Gran 
Island, NY) suplementado con 10 % de SFB inactivado por calor (Cansera, Rexdale, 
ON, Canada), 100 unidades ml-1 y 100 mg ml-1 de Pen/Strip (Bio Whittaker, 
Walkersville, MD), en estufas a 37 °C, con 5 % de CO2 y 100 % de humedad. Cuando 
el cultivo alcanzó un 80 % de confluencia, las células fueron removidas con tripsina 
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(0.25 % v v-1)-EDTA (0.1 % p v-1) (KuraboCo., Ltd,. Osaka, Japón) y cultivadas en 
placas de 24 pocillos. El estado del cultivo se testeó por observación microscópica y 
recuento de células viables por exclusión mediante tinción con Trypan blue en pocillos 
elegidos al azar. 
 
4.2.6.  ENSAYO DE UNIÓN A LECTINAS. 
 
La capacidad de unión a lectinas de células A549 o de B. pertussis cultivada en medio 
SS o SS-Fe se estudió según describen Moreira et al. [18] con algunas modificaciones 
menores. Brevemente, células A549 cultivadas sobre un cubreobjetos circular de vidrio 
o 15 µl de una suspensión de bacterias (aproximadamente 3 × 107 bacterias ml-1) 
dispuestas sobre un portaobjetos de vidrio, fueron secadas al aire y luego fijadas con 
metanol durante 20 min a 22 ºC. Luego de un lavado con solución PBS-5 % albúmina 
bovina (BSA) las muestras fueron incubadas con 15 μl de diferentes concentraciones de 
FITC-lectina en PBS-5 % BSA (rango de concentraciones evaluadas: 0 a 750 μg ml-1) a 
22 ºC durante 30 min. Posteriormente, los portaobjetos fueron lavados tres veces con 
PBS-5 % BSA, preparados en solución PBS-glicerol (50 % v v-1), y observados en 
microscopio de epifluorescencia (microscopio DMLB acoplado a una cámara DC 100, 
Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, Switzerland). 
 
4.2.7.  ENSAYO DE UNIÓN A MUCINA. 
 
La capacidad de unión a mucina de B. pertussis cultivada en medio SS o SS-Fe se 
estudió según describen Belcher et al. [4]. Brevemente, 2.5 μg de mucina tipo I 
procedente de glándula submaxilar bovina (Sigma) fue disecada (37 ºC, 14 hs) sobre los 
pocillos de un placa de polipropileno para ELISA. Placas tratadas con y sin mucina 
fueron luego lavadas con PBS, bloqueadas con una solución PBS-5 % leche descremada 
durante 1 h a 37 ºC y lavadas nuevamente con PBS. Bacterias con expresión de GFP 
cultivadas en medio SS o SS-Fe fueron adicionadas a las placas (2 × 108 bacterias por 
pocillo) e incubadas a 37 ºC durante 1 h. Las bacterias no adheridas fueron removidas 
mediante tres lavados con PBS. La fluorescencia en cada pocillo se determinó 
empleando un fluorómetro de 96 pocillos (Berthold Tecnology Twinkle LB970). 
Pocillos recubiertos únicamente con mucina o con solución de bloqueo fueron utilizados 
como control de fluorescencia background. 
 
4.2.8.  ENSAYO DE ADHESIÓN. 
 
La adhesión bacteriana a células A549 se llevó a cabo según lo detallado en el Capitulo 
2 con algunas modificaciones [25]. Aproximadamente 5 × 103 células por pocillo fueron 
cultivadas durante 18 hs en medio DMEM adicionado con SFB y Pen/Strep. El medio 
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de cultivo con antibióticos fue removido mediante dos lavados con medio DMEM 
suplementado con 10 % SFB previo a la incubación con las diferentes cepas de B. 
pertussis (Rib/c 100) en presencia o ausencia de 500 µg ml-1 de ácido síalico (Sigma, St 
Louis, MO); 500 µg ml-1 de LsL; 500 µg ml-1 de BtL; 500 µg ml-1 de D-manosa 
(Sigma); 500 µg ml-1 de mucina tipo I procedente de glándula submaxilar bovina 
(Sigma); o 500 µg ml-1 de BtL + 500 µg ml-1 de mucina tipo I. En determinados 
experimentos, las bacterias fueron pre-incubadas con 500 µg ml-1 de mucina tipo I 
durante 30 min a 37 ºC, o con 100 µg ml-1 de proteinasa K (Sigma) durante 30 min a 37 
ºC seguida de la adición de PMSF (1 mM) para detener la actividad proteolítica. En 
ambos casos la bacterias fueron lavadas con DMEM-10 % SFB luego del tratamiento, y 
utilizadas en ensayos de adhesión a células A549 según se detalló antes. Finalmente, se 
realizaron ensayos de adhesión en presencia de sueros (pool) de donantes vacunados e 
infectados (2.5 % v v-1). Ensayos de adhesión en presencia de suero no inmune (título 
de anticuerpos negativo contra B. pertussis) fueron realizados como control. Luego de 
adicionar el inóculo bacteriano, las placas fueron centrifugadas 5 min a 300 × g para 
facilitar el contacto entre bacterias y células. La adhesión de bacterias a células A549 
luego de 2 horas de incubación a 37 ºC, se determinó según se detalla en la sección 
2.2.6 del capítulo 2. 
 
4.2.9. OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA. 
 
Fracciones enriquecidas en proteínas de membrana externa de B. pertussis cultivada en 
medio SS o SS-Fe se obtuvieron según describen Molloy et al. [17]. Brevemente, las 
bacterias fueron fragmentadas utilizando una prensa Francesa (Aminco French press, 
dos ciclos de 14000 psi). Las células no fragmentadas fueron removidas por 
centrifugación a 8000 × g durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante equivalente a 20 mg 
de proteína total fue diluido con una solución fría (−20 ºC) de carbonato de sodio (0.1 
M, pH 11) a un volumen final de 60 ml y agitado suavemente en cámara de hielo 
durante 1 h. Las muestras tratadas con carbonato de sodio fueron sometidas a 
ultracentrifugación (115000 × g) durante 1 h a 4 ºC empleando un rotor Beckman 55.2 
Ti. Se descartó el sobrenadante y el pellet (fracción enriquecida en proteínas de 
membrana externa) se resuspendió y lavó en 2 ml de una solución 50 mM Tris/HCl, pH 
7.5. La fracción lavada se recuperó mediante centrifugación, se resuspendió en H2O 
bidestilada y se determinó la concentración de proteínas final. 
 
4.2.10. WESTERN BLOT. 
 
Para los ensayos de inmunodetección, muestras proteicas obtenidas de suspensiones 
bacterianas lisadas con buffer Laemmli y muestras de fracciones enriquecidas en 
proteínas de membrana externa fueron analizadas mediante electroforesis en geles de 
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poliacrilamida (SDS-PAGE; 12.5 %) [12] y transferidas a membranas de poli-fluoruro 
de vinilideno (Immobilon PVDF Millipore) [28]. Las membranas fueron incubadas con 
mAc anti-FHA o sueros (pool) de pacientes infectados con B. pertussis o pacientes 
vacunados contra pertussis. La detección inmunoquímica se realizó empleando 
anticuerpos de cabra anti-IgG de humano conjugados con fosfatasa alcalina o 
anticuerpos de cabra anti-IgG de ratón conjugados con fosfatasa alcalina (Jackson 
Immuno Research, BaltimorePike) según el ensayo, y NBT/BCIP (Promega) como 
sustrato de reacción. 
 
4.2.11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se analizaron 
estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la comparación de los 
valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia Significativa (LSD) 
con un grado de significación (α) de 0.05.  
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
El hierro es un nutriente escaso en cuanto a su accesibilidad pero esencial para el 
crecimiento microbiano. Proteínas bacterianas con la capacidad de secuestrar hierro son 
en si mismas factores de virulencia importantes para los patógenos humanos. Estudios 
previos han demostrado que la limitación de hierro induce no solo la síntesis de varias 
proteínas de membrana externa en B. pertussis involucradas en la adquisición de hierro 
[1, 6, 7, 23, 24], sino también de otras proteínas de función desconocida.  
Nuestros estudios demostraron que B. pertussis cultivada en limitación de hierro (medio 
SS-Fe) adhiere más eficientemente a células A549 que bacterias cultivadas en 
condiciones normales (medio SS) (Fig. 1). La mayor adhesión de estas bacterias no se 
debe a un incremento en la expresión de la principal adhesina de B. pertussis, FHA, en 
nuestro modelo según se determinó por western blot (Fig. 1). Esto fue corroborado 
mediante experimentos adicionales empleando bacterias deficientes en la expresión de 
FHA y de cualquier otro factor de virulencia regulado por Bvg (Bvg-), las cuales 
mostraron un incremento en la adhesión tres veces superior (tal como se verificó en 
bacterias Bvg+) luego de ser cultivadas en limitación de hierro, sugiriendo que la 
limitación de hierro induce la expresión de adhesinas independientes del sistema Bvg 
(Fig. 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 Efecto de la limitación en hierro en la adhesión de B. pertussis a células epitelio-alveolares humanas. (A) 
Bacterias en fase virulenta (Bvg+) y moduladas a fase avirulenta (Bvg-) cultivadas en medio con exceso de hierro (SS) 
o medio libre de hierro (SS-Fe) fueron incubadas con células A549 (Rib/c 100). Los datos representan la media ± DE de 
3 experimentos independientes. (B) Western blot de células lisadas de Bordetella pertussis Tohama en fase virulenta 
(Bvg+) y moduladas a fase avirulenta (Bvg-) cultivadas en medio con exceso de hierro (SS) o medio libre de hierro (SS-
Fe), y Bordetella pertussis cepa mutante deficiente en la expresión de FHA (BpGR4). Las membranas fueron incubadas 
con anticuerpos anti-FHA de ratón. Los marcadores de peso molecular (kDa) se indican sobre el margen derecho de la 
figura. Las flechas indican la posición de los polipéptidos de FHA. 
 
Con el fin de determinar si dichas adhesinas son de naturaleza proteica, bacterias 
cultivadas en medio SS o SS-Fe se trataron con proteinasa K previo a la incubación con 
las células epiteliales. El tratamiento con proteinasa K disminuyó significativamente la 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 4 
 92
adhesión bacteriana resultando en niveles de adhesión similares en ambos casos e 
indicando que el incremento de adhesión en respuesta a la ausencia de hierro se debe a 
proteínas de membrana externa o proteínas asociadas a la superficie bacteriana (Fig. 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Adhesión de B. pertussis, cultivada bajo diferentes condiciones de disponibilidad de hierro, luego del 
tratamiento con proteinasa K. Bacterias virulentas cultivadas en medio con exceso de hierro (SS) o medio libre de 
hierro (SS-Fe) fueron incubadas con proteinase K (100 µg ml-1) durante 30 min a 37 ºC, seguida de la adición de PMSF 
(1 mM) para detener la actividad proteolítica, y luego incubadas con células A549 (Rib/c 100). La adhesión de bacterias 
virulentas cultivadas en medio SS o SS-Fe, sin tratamiento con proteinasa K (control), se evaluó en paralelo. Los datos 
representan la medio ± DE de 3 experimentos independientes. 
 
Uno de los tipos de interacción adhesina-receptor común en las bacterias patógenas 
implica el reconocimiento lectina-carbohidrato. Las lectinas son estructuras con 
especificidad por carbohidratos, que le permiten a la bacteria unirse a residuos 
glicosilados de glicoproteínas o glicolípidos presentes en las células eucariotas. Las 
lectinas pueden conformar estructuras tipo fimbria, o ser componentes de la cápsula o 
de la membrana externa en bacterias Gram-negativas. En este estudio, empleamos un 
panel de lectinas con ligandos conocidos en ensayos de inhibición con el fin de 
identificar eventuales residuos de carbohidratos involucrados en el incremento de 
adhesión de B. pertussis a células epiteliales dependiente de hierro. Realizamos ensayos 
de adhesión bacteriana en ausencia o presencia de las diferentes lectinas. La mayoría de 
las lectinas evaluadas, incluyendo DvL, DgL, o CfL, no modificaron la adhesión de B. 
pertussis a células epiteliales. Sin embargo, la presencia de LsL revirtió el incremento 
de adhesión observado en bacterias cultivadas en limitación de hierro (Fig. 3A). La 
adhesión de bacterias cultivadas en medio con exceso de hierro en presencia de LsL 
resultó leve pero significativamente (P < 0.05) menor al valor observado en ausencia de 
LsL. El único ligando descripto para esta lectina es N-acetilglucosamina (constituyente 
del peptidoglicano), lo cual limita tal vez la relevancia de esta observación. De 
cualquier forma, nuestros resultados sugieren que B. pertussis expresa constitutivamente 
un ligando de esta lectina, y que su expresión es regulada positivamente cuando la 
bacteria se enfrenta a condiciones de limitación de hierro (Fig. 3A). La presencia de BtL 
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aumentó la adhesión de B. pertussis a células epiteliales cualquiera sea la condición de 
cultivo empleada. Lo cual indicaría la expresión constitutiva de un ligando para BtL en 
B. pertussis. Cuando se incubaron las lectinas fluorescentes con células A549 o B. 
pertussis, se observó que tanto BtL como LsL fueron capaces de adherirse a las 
bacterias, pero solamente se detectaron células epiteliales fluorescentes en el caso de 
incubación en presencia de BtL. En la figura 3B, se muestran resultados representativos 
de estos ensayos. Estos resultados podrían explicar el efecto de LsL en la adhesión 
bacteriana sugiriendo que el ligando de LsL en B. pertussis podría estar implicado en la 
adhesión a células epiteliales. Por otro lado, el incremento de adhesión observado en 
presencia de BtL podría indicar una interacción doble con bacterias y células A549.  
 
 
Fig. 3 Efecto de la presencia 
de lectinas en la adhesión de 
B. pertussis a células A549. 
(A) Adhesión de bacterias 
virulentas cultivadas en medio 
con exceso de hierro (SS) o 
medio libre de hierro (SS-Fe) a 
células epitelio-alveolares A549 
(Rib/c 100) en ausencia o 
presencia de LsL (500 µg ml-1), o 
BtL (500 µg ml-1). Los datos 
representan la media ± DE de 3 
experimentos independientes. 
(B) Unión de BtL y LsL a B. 
pertussis y células A549. 15 µL 
de suspensión de bacterias 
(aprox. 3 x 107 bacteria ml-1) 
fueron colocadas en un 
portaobjetos, secadas, fijadas 
con metanol, e incubadas con a) 
PBS (control), b) FITC-LsL, o c) 
FITC-BtL. Células A549 
cultivadas sobre un cubreobjetos 
circular de vidrio, secadas, 
fijadas con metanol, e incubadas 
con d) PBS (control), e) FITC-
LsL, o f) FITC-BtL. Se empleó un 
microscopio fluorescente Leica 
DMLB (Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany) con objetivo 
×100/1.25 bajo aceite de 
inmersión. Se muestran paneles 
representativos de uno de cuatro 
experimentos independientes.  
 
 
Para caracterizar mejor esta interacción, se realizaron ensayos de inhibición empleando 
dos clases de ligandos conocidos de BtL, esto es carbohidratos simples y complejos. La 
presencia simultanea de BtL y D-manosa, el único carbohidrato simple que se sabe 
interactúa con esta lectina, no modificó los valores de adhesión observados en presencia 
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de BtL (Fig. 4). Sin embargo, la presencia de mucina, un carbohidrato complejo ligando 
de BtL, no solo suprimió el incremento de adhesión mediado por BtL sino que también 
provocó un nivel de adhesión menor que su respectivo control (Fig. 4). Estos resultados 
parecen consistentes con un efecto inhibitorio de mucina en la interacción de BtL con 
células A549 o con bacterias, o bien en la interacción de bacterias con células A549. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 El incremento de adhesión a células A549 observado en B. pertussis cultivada en limitación de hierro 
involucra interacciones de tipo carbohidratos. Adhesión de bacterias virulentas cultivadas en medio con exceso de 
hierro (SS) o medio libre de hierro (SS-Fe) a células epiteliales humanas A549 (Rib/c 100) en ausencia o presencia de 
D-manosa (500 µg ml-1), BtL (500 µg ml-1), BtL y D-manosa (BtL + D-manosa) (500 µg ml-1 de cada una); BtL y mucina 
(BtL + mucin) (500 µg ml-1 de cada una); mucina (mucin) (500 µg ml-1). Paralelamente, bacterias virulentas cultivadas 
en medio SS o SS-Fe fueron incubadas con mucina (500 µg ml-1), y posteriormente lavadas previo a la incubación con 
células A549 (Rib/c 100) (Bact-mucin). Los datos representan la media ± DE de 3 experimentos independientes. 
 
Dado que la unión de B. pertussis a mucina ha sido previamente descripta [4], se 
investigó si el incremento de adhesión a células A549 observado en bacterias sometidas 
a limitación de hierro se asocia con un incremento en la capacidad de unión a mucina. 
La incubación de B. pertussis con mucina previo a la incubación con células A549 
disminuyó la adhesión bacteriana, independientemente de la condición de cultivo 
evaluada (Fig. 4). Sin embargo, la magnitud de la disminución observada fue mayor en 
bacterias cultivadas en limitación de hierro suprimiendo incluso el incremento de 
adhesión observado inicialmente en esta condición de cultivo. Según se observa en la 
Figura 5A, la presencia de mucina inhibió la adhesión de B. pertussis a células 
epiteliales en forma dosis dependiente. La curva de inhibición para bacterias sometidas 
a limitación de hierro mostró una pendiente más pronunciada sugiriendo que estas 
bacterias son más sensibles a los efectos inhibitorios de mucina. La mayor actividad de 
unión a mucina de B. pertussis cultivada en limitación de hierro fue confirmada por 
ensayos de adhesión bacteriana a placas de microtitulación recubiertas con mucina (Fig. 
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5B). En conjunto, estos resultados indican que la limitación en hierro induce un fenotipo 
cuya capacidad para interactuar con mucina y con células epiteliales respiratorias se 
incrementa, posiblemente a través de un mecanismo similar. Cabe señalar que las 
células A549 forman mucus en cultivos in vitro [8].  
 
Fig. 5 La limitación en hierro 
incrementa la actividad de unión a 
mucina de B. pertussis. (A) 
Adhesión de bacterias virulentas 
cultivadas en medio con exceso de 
hierro (SS) o medio libre de hierro 
(SS-Fe) a células epiteliales 
respiratorias A549 (Rib/c 100) en 
ausencia o presencia de 
concentraciones crecientes de 
mucina (0-1000 µg ml-1). (B) Unión 
de bacterias virulentas cultivadas en 
medio con exceso de hierro (SS) o 
medio libre de hierro (SS-Fe) a 
placas recubiertas con mucina. Se 
sustrajo el ruido de la señal de 
fluorescencia en los pocillos solo 
recubiertos con mucina y PBS- 5 % 
leche descremada. La señal de 
fluorescencia debido a la adhesión 
de bacterias cultivadas en medio con 
exceso de hierro (SS) se fijó como 
100 % de adhesión. Los datos 
representan la media ± DE de 3 
experimentos independientes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se ha encontrado que la unión a mucina de B. pertussis involucra residuos de ácido 
siálico presentes en glicoproteínas [4]. Para evaluar si la mayor capacidad de adhesión 
de bacterias sometidas a limitación de hierro depende de la presencia de glicoproteínas 
con residuos de ácido siálico, realizamos ensayos de adhesión en presencia de 
concentraciones crecientes de ácido siálico. Como se puede observar en la Figura 6, la 
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presencia de ácido siálico tuvo un efecto similar al de mucina en la adhesión de B. 
pertussis a células epiteliales. 
En conjunto estos resultados indican que la limitación de hierro, la cual se asemeja a las 
condiciones que B. pertussis enfrenta in vivo, incrementa la capacidad de unión a 
mucina y facilita la adhesión a células epiteliales. La limitación en hierro también 
induce la expresión de proteínas de unión a mucina en otros patógenos respiratorios, 
como Pseudomonas auroginosa, lo cual es un factor crucial en el proceso infeccioso de 
este microorganismo [26]. El mucus que se produce en el tracto respiratorio representa 
un desafió para las bacterias patógenas que intentan establecer una infección. Se ha 
demostrado previamente que la infección de B. pertussis induce la producción de 
mucina en células del hospedador [4, 16]. La mayoría de los factores de virulencia 
contribuyen a la producción de mucus denso durante la infección. Por lo tanto, la 
capacidad de unión a mucina de B. pertussis ha sido propuesta como un mecanismo de 
defensa [4]. Nuestros resultados parecen confirmar esta hipótesis, dado que condiciones 
fisiológicas como la limitación de hierro induce un fenotipo bacteriano caracterizado 
por una incrementada capacidad de unión a mucina y una mayor adhesión a células 
epiteliales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 La adhesión de B. pertussis a células A549 es inhibida por ácido siálico. Adhesión de bacterias virulentas 
cultivadas en medio con exceso de hierro (SS) o medio libre de hierro (SS-Fe) a células epitelio-alveolares A549 (Rib/c 
100) en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de ácido siálico (0-1000 µg ml-1). Los datos representan la 
media ± DE de 3 experimentos independientes.  
 
Para determinar si las proteínas de membrana externa inducidas en limitación de hierro 
son inmunogénicas in vivo y capaces de generar anticuerpos eventualmente protectores, 
se evaluó la adhesión de bacterias cultivadas en medios con exceso de hierro o libre de 
hierro en presencia de sueros de individuos infectados con B. pertussis o sueros de 
individuos que han sido vacunados con la vacuna celular. Los pooles de sueros 
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empleados poseen un título similar de anticuerpos específicos contra Bordetella, según 
se determinó por ELISA (1300 y 1340 respectivamente). Sin embargo, el análisis por 
western blot de fracción enriquecida en proteínas de membrana externa mostró que los 
sueros de individuos vacunados e infectados poseen anticuerpos con diferentes 
especificidades (Fig. 7).  
Para evaluar la relevancia de la presencia de estos anticuerpos en la interacción de B. 
pertussis con células epiteliales se realizaron ensayos de adhesión en presencia de 
sueros de individuos infectados con B. pertussis y sueros de individuos vacunados con 
vacuna celular (bacterias inactivadas por calor cultivadas en exceso de hierro). La 
diferencia de especificidad observada por inmunodetección se comprobó también en la 
actividad biológica de estos anticuerpos. Los resultados que se detallan en la Tabla 1 
muestran que la presencia de sueros de individuos infectados con B. pertussis disminuye 
la adhesión de bacterias cultivadas en limitación de hierro en una proporción de 94 %, 
mientras que los mismos sueros solo disminuyen la adhesión de bacteria cultivadas en 
exceso de hierro en una proporción de 66 %. Por otra parte, la presencia de sueros de 
individuos vacunados, los cuales se espera carezcan de anticuerpos específicos para las 
proteínas inducidas en limitación de hierro, disminuye la adhesión de bacterias 
cultivadas en exceso o limitación de hierro en una proporción similar (60 y 70 %, 
respectivamente). Cabe destacar que cualquiera sea la condición de cultivo evaluada, la 
presencia de suero no inmune no modificó la adhesión de B. pertussis a células 
epiteliales. Estos resultados indican que los anticuerpos presentes en el suero de 
individuos infectados son capaces de reconocer proteínas presentes en el fenotipo 
inducido en condiciones fisiológicas e interferir, mediante el bloqueo de este tipo de 
proteínas, con la adhesión a células epiteliales.  
 
 
Fig. 7 Análisis por Western blot de fracción enriquecida en 
proteínas de membrana externa de B. pertussis cultivada en 
limitación de hierro. Muestras de fracción enriquecida en proteínas 
de membrana externa obtenidas de bacterias cultivadas en medio 
libre de hierro (SS-Fe) fueron separadas mediante SDS-PAGE, 
transferidas a membranas de PVDF, y luego incubadas con un pool 
de sueros de individuos vacunados (A) o infectados (B) con B. 
pertussis. Los marcadores de peso molecular (kDa) se indican sobre 
el margen izquierdo de la figura. 
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Tabla 1. Efecto de suero de individuos infectados o vacunados en la adhesión 
de B. pertussis cultivada en diferentes condiciones de disponibilidad de hierro 
a células epiteliales A549. 
 
Medio de cultivo / Tratamiento Adhesión (bacterias por célula) ± DE 
SS 19.5 ± 1.39 
SS / suero no-inmunea 20.3 ± 2.03 
SS / suero vacunadosb 8.3 ± 1.14 
SS / suero infectadosc 6.7 ± 0.47 
SS-Fe 65.1 ± 1.7 
SS-Fe / suero no-imunea 67.2 ± 1.1 
SS-Fe / suero vacunadosb 19.5 ± 3.24 
SS-Fe / suero infectadosc 4.07 ± 0.64 
 
a Ensayo de adhesión realizado en presencia de 2.5 % v v-1 de suero no inmune. 
b Ensayo de adhesión realizado en presencia de 2.5 % v v-1 de un pool de sueros de 
donantes vacunados contra B. pertussis.  
c Ensayo de adhesión realizado en presencia de 2.5 % v v-1 de un pool de sueros de 
donantes infectados con B. pertussis. 
Los valores representan la media ± DE de 3 experimentos independientes. 
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4.4 CONCLUSIONES. 
 
El estudio de fenotipos inducidos por condiciones del entorno que el microorganismo 
invasor debe enfrentar dentro del hospedador puede ayudar a comprender los 
mecanismos de patogénesis y a identificar estructuras o proteínas que deben ser 
bloqueadas para impedir el desarrollo de la infección. Estudios recientes indican que la 
limitación de hierro, uno de los estímulos in vivo más importantes, induce en diversos 
microorganismos patógenos fenotipos con mayor virulencia. Los resultados presentados 
en este capítulo indican que la limitación en hierro incrementa la capacidad de adhesión 
de B. pertussis a células epiteliales. Según se pudo demostrar, este incremento no se 
relaciona con una mayor expresión de la principal adhesina de B. pertussis FHA, sino 
con la expresión de estructuras de tipo proteico que facilitan la unión a mucina y la 
adhesión a células epiteliales a través de un mecanismo dependiente de la presencia de 
ácido siálico. Las proteínas de membrana externa inducidas por limitación en hierro 
pueden representar factores de virulencia importantes, y según los resultados de este 
capítulo, algunas de ellas son inmunogénicas in vivo. Los anticuerpos inducidos contra 
dichas proteínas, es decir aquellos anticuerpos presentes en suero de individuos 
infectados, interfieren en mayor proporción con la adhesión a células epiteliales de 
bacterias cultivadas limitación de hierro respecto a bacterias cultivadas en exceso de 
hierro. Esto indica que las proteínas inducidas en limitación en hierro son capaces de 
generar anticuerpos con la capacidad de reconocer estructuras presentes en el fenotipo 
infectante y bloquear su adhesión a células epiteliales. La identificación de estas 
proteínas puede eventualmente ayudar al desarrollo de nuevas vacunas las cuales 
resulten más efectivas en evitar la colonización. 
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5. PROTEÓMICA COMPARATIVA E INMUNOPROTEÓMICA APLICADAS A LA 
BÚSQUEDA DE FACTORES DE VIRULENCIA E INMUNÓGENOS EXPRESADOS 
IN VIVO.  
  
5.1 INTRODUCCIÓN. 
 
Los resultados presentados en el Capítulo 4 indican que la limitación en hierro induce 
en B. pertussis la expresión de proteínas de superficie que favorecen la interacción con 
células epiteliales y proteínas inmunogénicas in vivo, es decir reconocidas 
diferencialmente por anticuerpos inducidos por infección. Dado que B. pertussis es una 
patógeno estrictamente humano que se trasmite de hospedador a hospedador, es muy 
probable que la bacteria exprese estas proteínas incluso durante los estadios tempranos 
de colonización. La identificación y caracterización de estas proteínas puede representar 
un avance significativo en la búsqueda de nuevos inmunógenos protectores, ya que 
anticuerpos generados contra dichas proteínas reconocerían, eventualmente, estructuras 
de superficie presentes en la bacteria infectante. Cabe destacar que, como ya se 
mencionó, ninguna de estas proteínas esta incluida en las vacunas actuales. Esto se debe 
a que tanto las células que se utilizan para la formulación de vacuna celular como los 
antígenos presentes en las vacunas acelulares provienen de cultivos bacterianos en 
medios con exceso de hierro. 
Diferentes metodologías han sido implementadas para el estudio del fenotipo de B. 
pertussis inducido por limitación de hierro. Varios grupos han analizado la expresión de 
proteínas de membrana externa (PME) reguladas por hierro mediante SDS-PAGE. En 
estos estudios se encontraron diferentes patrones de expresión; algunas de estas 
proteínas han sido involucradas en la captura de hierro pero muchas otras no han sido 
identificadas o se desconoce su función [1, 32, 45, 47]. Menozzi et al. [32] realizaron la 
identificación y purificación de proteínas de unión a transferrina y lactoferrina mediante 
el uso de cromatografías de afinidad. Los genes que codifican posibles receptores de 
sideróforos (bfrD y bfrE) fueron identificados mediante técnicas de biología molecular 
como la inactivación sistemática de genes [2]. En otros estudios, la búsqueda en una 
biblioteca de mutantes que expresan proteínas de fusión dependientes de Fe, permitió la 
identificación de BfeA y BhuR, los receptores de enterobactina y hemo, 
respectivamente [3, 29]. 
La reciente secuenciación completa del genoma de B. pertussis cepa Tohama (4.09 Mb; 
3816 genes) y las anotaciones funcionales de los correspondientes genes realizada por 
un grupo del Instituto Sanger (UK) [44] en combinación con la rápida identificación de 
proteínas mediante espectrometría de masa (MS) por desorción-ionización de matriz 
asistida por laser (MALDI) ofrece la oportunidad de estudiar la expresión del genoma 
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de este microorganismo en respuesta a un estímulo determinado, es decir, el proteoma 
inducido en esa condición en forma más integral.  
En este capítulo, examinamos los cambios del proteoma de B. pertussis en respuesta a la 
limitación de hierro. Mediante la aplicación de esta metodología se intentó avanzar en la 
caracterización del fenotipo infectante e identificar factores de virulencia inducidos en 
condiciones fisiológicas y antígenos propios de este fenotipo capaces de inducir una 
respuesta inmune protectora.  
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5.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
5.2.1.  CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO. 
 
B. pertussis cepa Tohama se cultivó en placas de ABGs durante 72 hs a 37 ºC. Este 
cultivo se repicó en una nueva placa ABGs y se cultivó a 37 ºC durante 24 hs. Del 
cultivo en medio sólido se extrajo un inóculo para el cultivo en medio liquido SS a una 
densidad celular inicial equivalente a 0.2 Abs650 nm (30 hs, 37 ºC, 160 r.p.m). Estas 
bacterias fueron recuperadas por centrifugación (10000 × g, 15 min), lavadas con una 
solución salina estéril libre de hierro, y diluidas a una concentración estimada de 2 × 108 
UFC ml-1. Volúmenes iguales de suspensión bacteriana fueron utilizados para inocular 
100 ml de medio SS (SS, 36 µM hierro) y medio SS libre de hierro (SS-Fe, sin el 
agregado de FeSO4.7H2O). Dichas inóculos bacterianos fueron cultivados a 37 ºC en 
agitación (160 r.p.m) durante 20 hs, y luego repicados (dos veces) en los respectivos 
medios de cultivo. Cuando los cultivos alcanzaron el estado exponencial tardío, las 
células fueron cosechadas por centrifugación (10000 × g 15 min a 4 ºC) y conservadas a 
-80 ºC hasta su utilización.  
El medio SS libre de hierro (SS-Fe) fue preparado empleando tubos de polipropileno 
estériles (Falcon; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ) o recipientes de 
vidrio lavados secuencialmente con una solución de ácido nítrico (3M) y H2O 
bidestilada para remover posibles trazas de hierro adheridas a la superficie. Toda el H2O 
empleada para la preparación de medio libre de hierro fue deionizada. El medio SS libre 
de hierro fue finalmente tratado con una resina de intercambio catiónico Chelex 100 
(Bio-Rad, Hercules, Calif., USA) según West & Sparling [60]. 
 
5.2.2.  CONDICIONES DE CULTIVO DE LÍNEA CELULAR A549. 
 
Como modelo de infección se utilizó la línea celular epitelial humana tipo II A549 
(American Type Culture Collection, Rockville, MD) [31]. Las células A549 fueron 
cultivadas según se detalla en el Capítulo 2. Cuando el cultivo alcanzó un 80 % de 
confluencia, las células fueron removidas con tripsina (0.25 % v v-1)-EDTA (0.1 % p v-
1) (KuraboCo., Ltd,. Osaka, Japón) y cultivadas en placas de 24 pocillos. El estado del 
cultivo se testeó por observación microscópica y recuento de células viables por 
exclusión mediante tinción con Trypan blue en pocillos elegidos al azar. 
 
5.2.3. DETECCIÓN DE SIDERÓFOROS. 
 
La presencia de sideróforos en el sobrenadante del medio de cultivo de B. pertussis 
cultivada en medio SS libre de hierro se determinó para confirmar la limitación de 
hierro del cultivo. Brevemente, muestras de cultivos de B. pertussis en medio SS-Fe y 
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SS (empleado como control negativo) fueron centrifugadas para remover las células. El 
sobrenadante se filtró a través de una membrana de nylon de tamaño de poro 0.22 µm 
(Nalgene Co., Rochester, N. Y.) y se le adicionó a un volumen equivalente de solución 
de cromo azurol S (ensayo CAS) según se describe en Schwyn & Neilands [52]. El 
cambio de color de azul a rosado indica la presencia de sideróforos. 
 
5.2.4.  OBTENCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES DE B. PERTUSSIS. 
 
Para la obtención de proteínas totales de B. pertussis, se realizaron cultivos por 
triplicado en medio liquido SS y SS-Fe. Brevemente, las células provenientes de 25 ml 
de cultivo fueron colectadas por centrifugación a 10000 × g durante 15 min, lavadas 
(dos veces) con H2O bidestilada y resuspendidas en 500 μl de solución 50 mM Tris/HCl 
(pH 7.5) suplementada con inhibidor de proteasas Phenylmetylsulfonyl fluoride (PMSF) 
5mM (solución fresca). La suspensión celular fue disgregada por sonicación empleando 
3 pulsos de 5 min cada uno en frio a 80 % de potencia utilizando el equipo Soniprep 
150 (Sanyo). Las proteínas fueron solubilizadas durante 1 h en 1.5 ml de buffer de 
electroforesis bidimensional (2-DE) [7 M urea, 2 M tiourea, 2 % p v-1 Triton X-100, 65 
mM ditiotreitol (DTT), 0.5 % v v-1 Pharmalyte pH 4-7 o pH 6-11 (Amersham 
Biosciences), 1 mM PMSF, 4 mM 4-(2-Aminoetyl)-Benzenesulfonyl Fluoride (AEBSF), 
y 0.002 % p v-1 azul de bromofenol] y centrifugadas a 8000 × g durante 10 min. La 
concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó empleando el ensayo Ettan 
2-D Quant Kit (Amersham Biosciences). 
 
5.2.5.  OBTENCIÓN DE FRACCIÓN ENRIQUECIDA EN PROTEÍNAS DE MEMBRANA 
EXTERNA DE B. PERTUSSIS. 
 
Las fracciones enriquecidas en proteínas de membrana externa de B. pertussis cultivada 
en medio SS y SS-Fe se obtuvieron según describen Molloy et al. [36]. Brevemente, las 
bacterias fueron fragmentadas utilizando una prensa Francesa (Aminco French press, 
dos ciclos de 14000 psi). Las células no fragmentadas fueron removidas por 
centrifugación a 8000 × g durante 10 min a 4 ºC. El sobrenadante equivalente a 20 mg 
de proteína total fue diluido con una solución fría (−20 ºC) de carbonato de sodio (0.1 
M, pH 11) a un volumen final de 60 ml y agitado suavemente en cámara de hielo 
durante 1 h. Las muestras tratadas con carbonato de sodio fueron sometidas a 
ultracentrifugación (115000 × g) durante 1 h a 4 ºC empleando un rotor Beckman 55.2 
Ti. Se descartó el sobrenadante y el pellet (fracción enriquecida en proteínas de 
membrana externa) se resuspendió en 2 ml de una solución 50 mM Tris/HCl, pH 7.5. La 
fracción se recuperó mediante centrifugación, se solubilizó durante 1 h en 1 ml de 
buffer 2-DE + TFE [5 M urea, 2 M tiourea, 50 % v v-1 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE, 99.0 
%, Fluka, Buchs, Switzerland), 2 % p v-1 Triton X-100, 65 mM DTT, 0.5 % v v-1 
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Pharmalyte pH 4-7 o pH 6-11 (Amersham Biosciences), 1 mM PMSF, 4 mM AEBSF, y 
0.002 % p v-1 azul de bromofenol] con agitación periódica, y luego se centrifugó a 8000 
× g durante 10 min. La concentración de proteínas se determinó empleando el ensayo 
Ettan 2-D Quant Kit (Amersham Biosciences). 
 
5.2.6.  ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2-DE). 
 
La separación de proteínas en primera dimensión se realizó mediante isoelectroenfoque 
(IEF). Para realizar el IEF, se emplearon geles con un gradiente de pH inmovilizado 
(IPG, immobilized pH gradient). En los geles IPG, el gradiente de pH es generado por 
inmovilinas co-polimerizadas con la matriz de acrilamida. En este estudio, se utilizaron 
geles IPG (Immobiline DryStrips, Amersham Biosciences, Uppsala Sweden) de 18 cm y 
rango de pH 3-10, 4-7 o 6-11. Las muestras proteicas fueron mezcladas con buffer 2-DE 
o buffer 2-DE + TFE (en ambos casos preparado antes de usar) a una concentración 
final de proteínas de 300 µg en 350 µl. Las proteínas solubilizadas se aplicaron en IPG 
pH 4-7 y pH 3-10 por el método de carga “in-gel rehydratation” según describen 
Sanchez et al. [51]. Para el IEF se utilizó el equipo Multiphor II (Amersham 
Biosciences) empleando el siguiente protocolo: 500 V durante 0.01 h (1 Vh), 3500 V 
durante 1.30 h (en gradiente, 3000 Vh), 3500 V durante 5.40 h (20 kVh), resultando un 
voltaje total de 23 kVh. Los IPG alcalinos (pH 6-11) fueron rehidratados (350 µl de 
buffer 2-DE o buffer 2-DE + TFE) a temperatura ambiente durante toda la noche 
utilizando el soporte reswelling tray. Posteriormente, las proteínas solubilizadas (300 µg 
en 300 µl) se aplicaron empleando el método de carga “paper bridge loading” 
previamente detallado por Sabounchi-Schutt et al. [50]. Para el IEF se utilizó el equipo 
Multiphor II (Amersham Biosciences) empleando el siguiente protocolo: 150 V durante 
1 h (75 Vh), 300 V durante 2 h (en gradiente, 300 Vh), 600 V durante 1 h (300 Vh), 
3500 V durante 10 h (17.5 Vh) resultando un voltaje total de 19 kVh. Finalizado el IEF, 
se realizó inmediatamente la segunda dimensión de cada IPG o los mismos fueron 
conservados a –80 ºC hasta su uso. Previo a la segunda dimensión, los IPG fueron 
incubados durante 15 min en 10 ml de buffer de equilibrio [50 mM Tris-Cl pH 8.8, 6 M 
urea, 30 % v v-1 glicerol, 2 % p v-1 SDS, 20 mM DTT y 0.002 % p v-1 azul de 
bromofenol] seguida de una incubación durante 15 min en el mismo buffer pero 
remplazando DTT por 20 mM de iodoacetamida. Luego de los pasos de 
reducción/alquilación descriptos, los IPG fueron colocados en el extremo superior de un 
gel 10 % SDS-PAGE y sellados con 0.5 % de agarosa en buffer de electoforesis. La 
electoforesis se realizó a amperaje constante (25 mAmp por gel) a 20 ºC hasta que el 
frente del colorante alcanzó el extremo inferior del gel, utilizando una cuba de 
electroforesis PROTEAN® II xi 2-D (Bio-rad, Hercules, CA, USA) conectada a un 
intercambiador de calor Multitemp II (GE Healthcare). Las proteínas fueron 
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visualizadas por tinción con plata [6] para el análisis de imágenes y alternativamente 
por tinción con Coomasie blue [19] para la recuperación de spots destinados a digestión 
tríptica e identificación por MALDI-ToF-MS. 
 
5.2.7.  ANÁLISIS DE IMAGEN DE GELES 2-DE. 
 
Los geles 2-DE teñidos con plata fueron documentados empleando un scanner Umax 
PowerLook II, y el análisis de imagen se realizó empleando el software ImageMaster 
2D Platinum 5.0 (GE Healthcare). Se emplearon al menos tres replicados 
independientes de cada condición de cultivo evaluada (SS o SS-Fe). Luego de la 
detección y matching de spots, se aplicó la edición manual y filtros propios del 
software. Todos los spots de los geles pertenecientes a la misma condición de cultivo 
constituyen una clase. Las diferencias en expresión de proteínas entre clases fueron 
asignadas utilizando tres parámetros: volumen del spot normalizado, valor Gap y el 
valor de superposición u Overlap. El valor Gap corresponde a la diferencia entre el 
valor mínimo de una clase (la clase con el mayor valor medio de volumen del spot) y el 
valor máximo de la otra clase (la clase con el menor valor medio de volumen del spot). 
El valor de Overlap corresponde a la relación entre el valor mínimo de una clase (la 
clase con el mayor valor medio de volumen del spot) y el valor máximo de la otra clase 
(la clase con el menor valor medio de volumen del spot). El valor de Overlap y Gap 
permiten determinar el grado de superposición entre los valores del spot de cada clase, 
es decir cuán diferentes son las dos clases para un spot determinado. Aquellos spots 
cuyo valor de volumen del spot normalizado fue al menos el doble en una clase, con 
valor de Gap mayor que cero y un valor de Overlap mayor que dos, se consideraron 
como spots diferencialmente expresados y fueron sometidos a identificación por 
espectrometría de masas. La reproducibilidad de los geles dentro de cada clase se 
determinó por comparación del matching de cada replicado con el correspondiente gel 
promedio (aquel que contiene todos los spots de todos los geles de cada condición de 
cultivo). 
 
5.2.8.  EXTRACCIÓN Y DIGESTIÓN TRÍPTICA DE PÉPTIDOS.  
 
Los spots fueron recuperados del gel y desteñidos por incubación durante 15 min con 
una solución fresca 15 mM ferricianuro de potasio, 50 mM tiosulfato de sodio según se 
describió previamente [18]. Luego, cada porción de gel fue lavada varias veces con H2O 
bidestilada para detener la reacción, sometida a ciclos alternados de lavados de 10 min 
con H2O y acetonitrilo, y secada utilizando el equipo Speed Vac (Savant, Farmingdale, 
NY, USA). Posteriormente, cada porción de gel fue incubada en 5 μl de solución 50 
mM NH4CO3, 5 mM CaCl2 suplementada con 12.5 ng μl-1 de tripsina porcina 
modificada (Promega, Madison, WI, USA) e incubada a 37 ºC durante toda la noche. 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 5 
 110
Los péptidos trípticos fueron recuperados de la matriz de poliacrilamida por incubación 
con 40 μl de acetonitrilo/H2O/Trifluoroacetico (TFA) (66:33:0.1 v/v/v). Los péptidos 
recuperados en esta solución fueron secados al vacío, solubilizados en 10 μl 0.1 % TFA 
y desalinizados utilizando Zip Tips C18 (Millipore) acorde con las instrucciones del 
fabricante. 
 
5.2.9. ESPECTROMETRÍA DE MASA POR DESORCIÓN/IONIZACIÓN MEDIANTE 
LÁSER ASISTIDA POR MATRIZ (MALDI). 
 
Un μl de muestra desalinizada fue colocado dentro de una placa MALDI con 1 μl de 
ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (5 mg ml-1) en una relación 1:1 (v v-1) con una 
solución 50 % de acetonitrilo/ 0.05 % TFA. Se permitió que la muestra secara durante 
aproximadamente 15 min previo al análisis MS. Los espectros se obtuvieron utilizando 
el espectrómetro de masas Reflex IV MALDI-ToF (Bruker Daltonics, Karlsruhe, 
Germany) en modo reflector y utilizando como calibradores internos los picos 
conocidos de autolisis de tripsina. Las muestras que no pudieron ser identificadas con 
certeza mediante peptide mass fingerprinting fueron secuenciadas por espectrometría de 
masa en tandem utilizando el equipo MALDI ToF-ToF 4700 Proteomics Analyzer 
(Applied Biosystem, Framingham, CA, USA). La fragmentación de los péptidos fue 
realizada mediante disociación inducida por colisión (CID, Collision-induced 
Dissociation) a una energía de colisión de 1 keV y una presión de gas de colisión de 3 × 
10–7 bar. La calibración externa fue realizada utilizando la serie de iones b resultantes de 
la fragmentación del ión glu-fibrinopéptido B (m/z = 1570.67).  
 
5.2.10.  BÚSQUEDA EN BANCO DE DATOS PARA IDENTIFICACIÓN DE PÉPTIDOS. 
 
Para la identificación de proteínas a través de Peptide mass fingerprints se realizó la 
búsqueda en la base de datos MSDB provista por NCBI empleando el software Mascot 
(Matrix Science Ltd, UK). La tolerancia de masa fue de 100 ppm y no se fijaron 
restricciones en la masa molecular de la proteína o el linaje filogenético. Para el análisis 
de los datos MS/MS, se realizó la búsqueda en Mascot de los espectros sin interpretar 
para identificar proteínas con péptidos trípticos idénticos a aquellos presentes en el 
espectro analizado. La tolerancia de la masa del ion precursor y del ion fragmentado fue 
0.1 Da y 0.05 Da, respectivamente. El valor Hits se consideró significante si el score de 
la proteína excede el score umbral calculado por Mascot asumiendo p< 0.05. Los 
espectros MS/MS fueron inspeccionados además manualmente considerando la 
correlación de los iones fragmentados y-, b- y a- versus el correspondiente valor m/z 
calculado de la secuencia peptídico según describen Biemann et al. [5]. Todas las 
secuencias candidatas fueron combinadas en una única secuencia de búsqueda y 
confrontadas en una búsqueda en MS BLAST contra una base de datos de proteínas no 
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redundante (nrdb, non-redundant protein database) en http://genetics.bwh.harvard.edu/ 
msblast/ o http://dove.emblheidelberg.de/Blast2/msblast.html, utilizando parámetros por 
defecto. Acorde con el score de confidencia estadística de MS BLAST seleccionado, la 
proporción de falsos positivos identificados fue menor que 1 %.  
 
5.2.11. ENSAYO DE INMUNODETECCIÓN (DOT BLOT). 
 
Geles 2-DE preparativos realizados con 1000 µg de proteínas solubilizadas (fracción 
enriquecida en proteínas de membrana externa) se revelaron utilizando Coomasie blue. 
Las proteínas que mostraron expresión diferencial fueron recuperadas del gel según 
describen Hunkapiller et al. [26]. Para la inmunodetección mediante dot blot, 
volúmenes de muestra conteniendo cantidades (μg) equivalentes de cada proteína en 
estudio se aplicaron a una membrana de PVDF (Immobilon, Millipore, Bedford, MA, 
USA) y se dejaron secar a temperatura ambiente. Proteínas totales de B. pertussis 
cultivada en medio con exceso de hierro (SS) y holo-transferrina humana (Sigma, St 
Louis, MO) se utilizaron como control positivo y negativo, respectivamente. Las 
membranas se incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente en solución de bloqueo 
[PBS, 0.05 % v v-1 Tween 20, 5 % p v-1 albúmina bovina (BSA)], y luego durante otras 
2 hs a temperatura ambiente con IgG humana purificada de un pool de suero de 
pacientes de tos convulsa con un alto título contra B. pertussis según se determinó por 
ELISA [38]. Luego de los lavados con solución PBS + 5 % p v-1 BSA, la unión 
específica de anticuerpos IgG se visualizó mediante incubación con anticuerpos de 
cabra anti-IgG humana conjugados con fosfatasa alcalina (Jackson, ImmunoResearch, 
BaltimorePike) como anticuerpo secundario y NBT/BCIP (Bio-Rad) como sustrato de 
reacción. 
 
5.2.12. OBTENCIÓN DE SUEROS. 
 
Para la obtención de suero de ratón anti-IRP1-3 y anti-AfuA, grupos de 5 ratones 
hembra BALB/c de 6-8 semanas libres de patógenos fueron inmunizados 
subcutáneamente con 15 µg de proteína (IRP1-3 o AfuA) formulada con hidróxido de 
aluminio [Al (OH)3] como adyuvante. Transcurridos 28 días, los ratones recibieron una 
nueva inmunización (refuerzo) con la respectiva proteína en Al (OH)3 como adyuvante. 
Finalmente, 42 días después de la inoculación inicial los ratones fueron sangrados y se 
recuperó el suero correspondiente. Grupos de ratones inoculados con solución PBS 
fueron empleados como control negativo. Para la determinar la presencia de anticuerpos 
contra las proteínas IRP1-3 y AfuA de B. pertussis en los sueros, membranas tratadas 
con las proteínas IRP1-3 o AfuA según se describió más arriba fueron incubadas con los 
correspondientes sueros de ratón (dil 1/200) durante 2 hs a temperatura ambiente. Luego 
de 3 lavados con solución PBS + 5 % p v-1 BSA, la unión específica de anticuerpos se 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 5 
 112
visualizó mediante la incubación con anticuerpos de cabra anti-Ig de ratón conjugados 
con fosfatasa alcalina y NBT/BCIP (Bio-Rad) como sustrato de reacción. 
 
5.2.13. ELISA. 
 
La evaluación del título de anticuerpos anti-IRP1-3 y anti-AfuA se llevó a cabo según lo 
descripto por Harvill et al. [61] con algunas modificaciones. Bacterias cultivadas en 
medio con exceso de hierro (SS) o medio libre de hierro (SS-Fe) se inactivaron a 56 °C 
durante 30 min, se lavaron con PBS y se resuspendieron en PBS a una DO650 nm de 1. 
Placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc Denmark) se sensibilizaron con 100 µl por 
pocillo de suspensión de bacterias cultivadas en medio SS o SS-Fe durante 12 hs a 4°C 
en cámara húmeda. Finalizada esta etapa, los pocillos se lavaron tres veces con solución 
PBS-0.05 % v v-1 Tween 20 (PBS-T) y se realizó el bloqueo de sitios libre remanentes 
con 300 µl por pocillo de una solución PBS-10 % p v-1 leche descremada (PBS-L) 
durante 1 h a 37 °C en cámara húmeda. Las diluciones de los sueros de ratón anti-IRP1-
3, anti-AfuA y suero normal se prepararon en solución PBS-L suplementada con 0.05 % 
v v-1 Tween 20 (PBS-LT). Se adicionaron 100 µl de dilución de cada suero por pocillo y 
se incubó durante 2 hs a 28 °C en cámara húmeda. Luego de tres lavados con PBS-T, se 
adicionaron 100 µl por pocillo de anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado con 
peroxidasa (Pierce) diluido en PBS-LT y se incubó durante 2 hs a 37 °C en cámara 
húmeda. Finalizada esta etapa, los pocillos se lavaron tres veces con PBS-T y se agregó 
100 µl por pocillo de sustrato para peroxidasa, orto-fenildiamina, preparado en buffer 
fosfato/citrato/H2O2 (0.1 M PO4HNa2 / 0.1 M ácido cítrico / 0.001 % H2O2). Luego de 
15 min la reacción se detuvo mediante el agregado de 50 µl por pocillo de solución 2 M 
SO2H4. La absorbancia se midió a 492 nm (Spectra Rainbow, Texas). 
 
5.2.14. ENSAYO DE AGLUTINACIÓN. 
 
La actividad aglutinante de los sueros de ratón anti-IRP1-3 y anti-AfuA fue cuantificada 
según Nagel et al. [38] empleando como antígeno B. pertussis cepa Tohama 
transformada con el plásmido pCW505 (proporcionado por Dr. Weiss, Cincinnati, 
Ohio) el cual induce la expresión citoplasmática de la proteína fluorescente verde GFP 
(Green Fluorescent Protein) [38] y cultivada en medio SS-Fe. Antisuero pertussis de 
referencia (humano, Food and Drug Administration, FDA) y suero anti-Fim de ratón 
fueron utilizados como referencia. Suero de ratón no inmune fue incluido en cada 
ensayo como control negativo. La aglutinación se registró por observación microscópica 
utilizando un microscopio DMLB (Leica Microscopy Systems Ltd., Heerbrugg, 
Switzerland). 
 
5.2.15. ENSAYO DE OPSONIZACIÓN. 
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Bacterias cultivadas en medio SS-Fe se utilizaron para determinar la capacidad de 
opsonización de sueros de ratón anti-IRP1-3 y anti-AfuA. Brevemente, 15 μl de 
bacterias (1 × 105 bacterias ml-1) se incubaron con 5 μl de suero de ratón anti-IRP1-3, 
suero anti-AfuA o suero normal de ratón durante 1 h a 4 ºC. Posteriormente, se 
realizaron dos lavados con PBS y el pellet resultante se incubó con anticuerpos de cabra 
anti-IgG de ratón conjugados con ficoeritrina (PE) durante 1 h a 4 ºC. Luego de un 
lavado final con PBS las bacterias fueron fijadas con paraformaldehido 4 % y 
analizadas por citometría de flujo (BD FACSCalibur™, BD Biosciences). 
 
5.2.16.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se analizaron 
estadísticamente mediante el análisis de varianza (ANOVA). Para la comparación de los 
valores obtenidos (medias) se utilizó el test de Menor Diferencia Significativa (LSD) 
con un grado de significación (α) de 0.05.  
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5.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 
5.3.1.  OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES REQUERIDAS PARA EL ANÁLISIS 2-DE 
DE PROTEÍNAS TOTALES Y DE FRACCIÓN ENRIQUECIDA EN PROTEÍNAS DE 
MEMBRANA EXTERNA DE B. PERTUSSIS.  
 
El análisis global de la expresión de proteínas de un genoma en un entorno o conjunto 
de condiciones se conoce actualmente con el término de "Proteómica" [11]. La 
proteómica puede definirse como la genómica funcional a nivel de proteínas. El estudio 
de la expresión de proteínas de un genoma es relevante para el conocimiento de la 
funcionalidad y el rol biológico de nuevas proteínas en contexto del complejo sistema 
de interacciones que ocurren durante cada evento biológico. El análisis proteómico de 
bacterias patógenas posibilita el descubrimiento de proteínas con potencial aplicación en 
diagnóstico, como componentes vacunales o como nuevos blancos para el diseño de 
drogas terapéuticas. Algunos microorganismos patógenos que ya han sido sometidos a 
este tipo de análisis son Mycobacterial tuberculosis, Neisseria meningitidis, Escherichia 
coli, Helicobacter pylori entre otros [11]. En el caso de B. pertussis, a pesar de ser un 
patógeno de difícil erradicación y re-emergente, no existen aún trabajos empleando este 
tipo de estrategia de estudio. La obtención de un mapa proteómico de referencia de un 
organismo creciendo bajo determinadas condiciones genera un punto de partida para la 
comparación proteómica o análisis substractivo de la respuesta del microorganismo 
frente a un estímulo genético o ambiental.  
Para iniciar este estudio comenzamos con la estandarización de la metodología a 
emplear para el análisis por electrorofesis bidimensional de proteínas totales y de 
fracción enriquecida en proteínas de membrana externa (PME) de B. pertussis. Se 
obtuvieron muestras de proteínas totales de B. pertussis cultivada en medio con exceso 
(SS) y libre de hierro (SS-Fe) según se detalla en materiales y métodos. Para la 
obtención de PME se utilizó el protocolo propuesto por Molloy et al. [36]. Se ajustaron 
diferentes condiciones de operación hasta obtener el mayor número posible de proteínas 
(spots) con óptima resolución (focalización). A continuación se detallan las condiciones 
ajustadas. 
 
5.3.1.1. Tipo de Equipo de isoelectroenfoque (IEF).  
 
Se evaluaron dos equipos de IEF alternativos: IPGphor y Multiphor (Pharmacia). En 
general, el IEF empleando el equipo Multiphor proporcionó mejores resultados, mayor 
número de spots y mejor focalización, para ambos tipos de muestras analizadas (Fig. 1). 
El equipo Multiphor posee mayor versatilidad en cuanto a modificaciones en los 
protocolos de IEF (tiempos de focalización, variaciones de voltaje) y permite la 
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manipulación de la muestra durante el IEF como, por ejemplo, el agregado de 
soluciones buffer que favorecen la focalización de proteínas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 Electroforesis bidimensional (2-DE) de proteínas totales de B. pertussis. Comparación de equipos para 
IEF. 300 μg de proteínas totales resuspendidas en 350 μl de buffer 2-DE se aplicaron en un IPG pH 3-10, 18 cm. Para 
el isoelectroenfoque (IEF) se empleó el equipo IPGphor (Pharmacia) (A) o el equipo Multiphor (Pharmacia) (B). La 
segunda dimensión se realizó en un gel SDS-PAGE 10 %. La visualización de proteínas se realizó mediante tinción con 
plata. 
 
5.3.1.2. Gradiente de pH en geles IPG y porcentaje de acrilamida en 
geles SDS-PAGE.  
 
De los gradientes de pH en geles IPG (3-10, 4-7 y 6-11) y porcentajes de acrilamida en 
geles SDS-PAGE (6, 10 y 12 %) evaluados, el mayor número y distribución homogénea 
de spots se obtuvo empleando IPG pH 4-7/6-11 y geles 10 % SDS-PAGE (dato no 
mostrado), por lo cuál se emplearon dichas condiciones para el análisis comparativo de 
geles 2-DE de proteínas totales y proteínas de fracción enriquecida en PME de B. 
pertussis.  
 
5.3.1.3. Buffers y Protocolos de solubilización.  
 
Se evaluaron dos protocolos de solubilización para proteínas totales previo al IEF:  
(A) El material proteico liofilizado se resuspendió en 50 mM Tris/HCl y se adicionaron 
inhibidores de proteasas (PMSF, EDTA, AEBSF). Las muestras fueron sonicadas 
aplicando 3 pulsos de 5 min a 80 % de potencia con descansos de 1 min a 4 °C. 
Posteriormente, se realizó la precipitación de proteínas totales incubando la muestra en 
3 volúmenes de acetona fría durante 1 h a -20°C. Las muestras fueron centrifugadas a 
8000 × g durante 10 min. Luego de descartar el sobrenadante, el pellet fue secado al 
vacío y solubilizado en buffer 2-DE durante 1 h.  
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(B) Como alternativa al protocolo anterior, luego de resuspender en 50 mM Tris/HCl y 
sonicar la muestra de igual forma que en el protocolo anterior, se adicionó 3 volúmenes 
de buffer 2-DE y se incubó la muestra durante 1 h a temperatura ambiente en agitación 
suave. Luego, la muestra fue centrifugada durante 10 min a 8000 × g para eliminar 
restos celulares y detritos. Según se observa en la Figura 2, la solubilización directa de 
la muestra en buffer 2-DE (protocolo B) sin realizar la precipitación con acetona resultó 
en un mayor número de proteínas (spots) detectadas, por lo cual se seleccionó este 
protocolo para el tratamiento de proteínas totales.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 Electroforesis bidimensional (2-DE) de proteínas totales de B. pertussis. Comparación de protocolos de 
solubilización. Se evaluaron dos protocolos de solubilización de proteínas totales, (A) se realizó la precipitación de 
proteínas totales incubando la muestra en 3 volúmenes de acetona fría durante 1 h a -20 ºC y (B) se adicionó 3 
volúmenes de buffer 2-DE y se incubó la muestra durante 1 h a temperatura ambiente en agitación suave. En ambos 
casos se procesaron 300 μg de proteínas totales. Se utilizaron IPG pH 4-7, 18 cm. Para el IEF se empleó el equipo 
Multiphor (Pharmacia). La segunda dimensión se realizó en un gel SDS-PAGE 10 %. La visualización de proteínas se 
realizó mediante tinción con plata. 
 
Para el análisis de muestras de proteínas totales de B. pertussis se evaluaron dos buffer 
de solubilización: (A) 7 M urea, 2 M tiourea, 1 % DTT, 2 % tritón X-100, 0.5 % 
pharmalyte pH 3-10 ó pharmalyte pH 4-7, buffer 2-DE y (B) 8 M urea, 1 % DTT, 2 % 
tritón X-100, 0.5 % pharmalyte pH 3-10 ó pharmalyte pH 4-7. El buffer que contiene 
urea y tiourea permitió obtener patrones 2-DE con una mejor focalización de proteínas 
(dato no mostrado). 
Dada la dificultad de realizar IEF de proteínas con alto grado de hidrofobicidad, como 
es el caso de PME, se testearon dos buffers de solubilización para muestras de fracción 
enriquecida en proteínas de membrana externa: (A) 7 M urea, 2 M tiourea, 1 % DTT, 
0.5 % glicerol y 10 % isopropanol y (B) 5 M urea, 2 M tiourea, 1 % DTT y 50 % 
trifluoroetanol. El equivalente a 300 µg de muestra (PME) se resuspendió en 360 µl 
cada buffer para la hidratación de IPGs de 18 cm pH 3-10. Según se observa en la 
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Figura 3, la focalización mejoró notablemente con el buffer de solubilización que 
contiene trifluoroetanol (B). El trifluoroetanol ha sido utilizado previamente como 
componente de buffer de IEF, mejorando notablemente la focalización de proteínas de 
membrana sin interferir con la identificación mediante MALDI-ToF [14]. En altas 
concentraciones (50 %), este solvente incrementa la estabilidad de la estructura 
secundaria no nativa de proteínas a expensas de la estructura terciaria, probablemente 
mediante la modificación de puentes de hidrógeno y la formación de una cubierta 
alrededor de la proteína en la cual la concentración de agua es menor. A pesar de que 
los métodos tradicionales de IEF se realizan en presencia de un agente caotrópico para 
minimizar la retención de estructuras, los efectos combinados de la presencia de TFE y 
un agente caotrópico resultan favorables en el análisis 2-DE de proteínas hidrofóbicas, 
manteniéndolas en un estado de menor agregación y facilitando su migración en el gel.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Electroforesis bidimensional (2-DE) de proteínas de membrana externa (PME) de B. pertussis. 
Comparación de buffer de solubilización. 300 ug de PME resuspendidas en 350 ul de buffer (A) 7 M urea, 2 M 
tiourea, 1 % DTT, 0.5 % Glicerol, 10 % isopropanol o (B) 5 M urea, 2 M tiourea, 1 % DTT, 50 % Trifluoroetanol, se 
aplicaron en un IPG pH 4-7, 18 cm. Para el IEF se empleó el equipo Multiphor (Pharmacia). La segunda dimensión se 
realizó en un SDS-PAGE 10 %. La visualización de proteínas se realizó mediante tinción con plata. 
 
5.3.1.4. Método de carga de la muestra en el IPG. 
 
Se probaron dos métodos de carga de la muestra de proteínas en el IPG: (A) “in-gel 
rehydration” y (B) “paper bridge”. En el método denominado “paper bridge” la 
muestra de proteínas solubilizada en buffer de IEF se carga sobre un papel de filtro el 
cual se coloca luego en contacto con el IPG desde su extremo ácido. En el método de 
carga de muestra denominado “in-gel rehydration” la muestra de proteínas solubilizada 
en buffer de IEF se utiliza para rehidratar el IPG previo al IEF de manera tal que las 
proteínas están dentro de la matriz acrilamida-anfolitos del IPG cuando se inicia el IEF.  
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El método de carga “paper bridge” resultó más efectivo en cuanto a resolución y 
focalización de la muestra en el caso particular de IPGs pH 6-11 (Fig. 4). Su efectividad 
probablemente se relaciona con el modo en que las proteínas ingresan al IPG durante el 
IEF. La transferencia de proteínas desde el papel hacia el IPG es gradual, lo cual evita la 
precipitación de proteínas y favorece la focalización de proteínas con pI alcalino. En el 
caso de IPGs pH 4-7 el método de carga más efectivo resultó ser “in-gel rehydration” 
(dato no mostrado). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Electroforesis bidimensional (2-DE) de proteínas totales de B. pertussis. Comparación de métodos de 
carga de la muestra en el IPG. 300 μg de proteínas totales resuspendidas en 350 μl de buffer 2-DE se aplicaron en un 
IPG pH 6-11, 18 cm utilizando el método “in gel-rehydratation” (A) o “paper bridge” (B). Para el isoelectroenfoque (IEF) 
se empleó el equipo Multiphor (Pharmacia). La segunda dimensión se realizó en un gel SDS-PAGE 10 %. La 
visualización de proteínas se realizó mediante tinción con plata. 
 
5.3.1.5. Tipo de Protocolo de IEF. 
 
Para IPGs pH 3-10 se evaluaron dos protocolos en gradiente de tres pasos (equipo 
Multiphor): (A) 500 V/0.01 h (1 Vh), 3500 V/1.30 h (3000 Vh), 3500 V/4.5 h (17 kVh), 
20 kVh totales, o (B) 500 V/0.01 h (1 Vh), 3500 V/1.30 h (3000 Vh), 3500 V/6.2 h (22 
kVh), 25 kVh totales. Para IPGs pH 4-7 se evaluaron dos protocolos en gradiente: (A) 
3° paso 500 V/5.4 h (20 kVh), 23 kVh totales o (B) 3° paso 500 V/7.4 h (27 kVh), 30 
kVh totales. Tiempos de focalización (kVh totales) superior a 20 kVh para IPGs pH 3-
10 o 23 kVh para IPGs pH 4-7, resultaron en la sobrefocalización de la muestra 
perjudicando notablemente la resolución (Fig. 5).  
Para IPGs pH 6-11 se evaluaron dos protocolos: (A) en gradiente, de tres pasos; 500 
V/0.01 h (1 Vh), 3500 V/1.30 h (3000 Vh), 3500 V/5.4 h (20 kVh), 23 kVh totales, o 
(B) en gradiente, de cuatro pasos; 150 V/0.01 h (75 Vh), 300 V/2 h (300Vh), 600V/1 h 
(300Vh), 3500V/10 h (17,5 kVh), 19 kVh totales (equipo Multiphor). El protocolo en 
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gradiente de cuatro pasos mejoró notablemente la focalización de proteínas con pI 
alcalino (dato no mostrado). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Electroforesis bidimensional (2-DE) de proteínas de membrana externa (PME) de B. pertussis. 
Comparación de protocolos de IEF. 300 μg de PME resuspendidas en 350 μl de buffer 2-DE se aplicaron en un IPG 
pH 4-7, 18 cm. Para el isoelectroenfoque (IEF) se empleó el equipo Multiphor (Pharmacia). El número de voltios/hora 
total del protocolo de IEF utilizado fue 23,5 kVh (A) o 20 kVh (B). La segunda dimensión se realizó en un gel SDS-
PAGE 10 %. La visualización de proteínas se realizó mediante tinción con plata. 
 
5.3.2.  ANÁLISIS COMPARATIVO DEL PROTEOMA DE PROTEÍNAS TOTALES DE B. 
PERTUSSIS CULTIVADA EN CONDICIONES DE DIFERENTE DISPONIBILIDAD 
DE HIERRO. 
 
Una vez puesta a punto la metodología, se llevó a cabo el análisis comparativo del 
proteoma de B. pertussis cultivada en condiciones de diferente disponibilidad de hierro. 
En la Figura 6 se muestran geles 2-DE representativos (pH 4-7 y 6-11) obtenidos de 
proteínas totales de B. pertussis cultivada en medio con exceso (SS) o libre de hierro 
(SS-Fe). La reproducibilidad (número y localización de spots) entre geles pertenecientes 
a la misma condición de cultivo (clase), varía entre 80 y 90 %.  
El coeficiente de correlación, que resulta de la comparación entre el volumen de cada 
spot en un gel y el valor de volumen de spot correspondiente en el gel promedio de la 
clase, mostró una variación entre 0.893 y 0.961 (Fig. 7).  
El análisis de imagen de los geles 2-DE comparando el rango de pH 4-7, demostró la 
presencia de 900 proteínas (spots) con un masa molecular (MM) entre 18 y 123 kDa, 
independientemente de la condición de cultivo evaluada. El pI/MM promedio del 
proteoma fue de 5.74/53.6 kDa, lo cual se asemeja al valor esperado o proteoma teórico 
(5.91/39.6 kDa) derivado de la secuencia genómica. Cuando se utilizaron IPG alcalinos 
(pH 6-11), se detectaron aproximadamente 210 proteínas (spots) con una masa 
molecular entre 16-148 kDa. Una vez más, el pI/MM promedio del proteoma expresado 
(7/39.7 kDa) fue semejante al valor teórico (8.2/36.6 kDa) derivado de la secuencia 
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genómica. La relación entre el número de genes que codifican proteínas con un pI 
teórico entre 4 y 7 dividido el número de spots presentes en los geles 2-DE fue de 0.59 
spots (proteínas) por proteína teórica. Cabe señalar que para obtener un valor real del 
número de proteínas (spots) diferentes que se expresan es necesario identificar un gran 
número de proteínas y determinar la frecuencia de identificaciones idénticas por número 
de spot diferentes. Este valor varía dependiendo del microorganismo en estudio. Por 
ejemplo, en determinadas condiciones de cultivo se encontró que en Pseudomonas 
putida 181 spots corresponden a 106 proteínas diferentes [25], mientras que en 
Escherichia coli 2160 spots corresponden a 575 proteínas de las cuales 241 existen en 
más de una isoforma [22]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 6. Geles 2-DE representativos de proteínas totales de B. pertussis cultivada en medio con exceso (SS) y 
libre de hierro (SS-Fe). 300 µg de proteínas totales fueron separadas en geles IPG de 18 cm (pI 4-7 o pI 6-11, 10 % 
SDS-PAGE) y visualizadas mediante tinción con plata. Las proteínas sometidas a identificación por MALDI-ToF MS se 
indican con flechas y se detallan en la Tabla 1. Las proteínas que no pudieron ser identificadas fueron IIP1-1, IIP1-5 
(Iron Induced Protein) y IRP1-7, IRP1-8 (Iron Repressed Protein). 
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La comparación de los patrones 2-DE (pH 4-7 y pH 6-11) de proteínas totales 
procedentes de bacterias cultivadas en medio con exceso o libre de hierro permitió 
determinar la expresión diferencial de 23 spots (proteínas); 8 con mayor expresión en 
condiciones de exceso de hierro y 15 con mayor expresión en condiciones de limitación 
de hierro (Fig. 6, y Fig. 8). Estas proteínas y algunos proteínas de referencia (spots 
landmark) fueron sometidos a digestión tríptica e identificación mediante MALDI-ToF-
MS (Tabla 1 y Fig. 9).  
 
 
Fig 7. Scatter plots 
representativos de la 
correlación entre cada spot 
de un gel 2-DE de proteínas 
totales de B. pertussis y su 
respectivo spot en el gel 
promedio de una clase. 
Comparación de los volúmenes 
normalizados de spots de un gel 
perteneciente a una clase (eje 
x) y su correspondiente gel 
promedio (eje y), análisis 2-DE 
pH 4-7 y pH 6-11. (SS) 
proteínas totales de bacterias 
cultivadas en medio con exceso 
de hierro, (SS-Fe) proteínas 
totales de bacterias cultivadas 
en medio libre de hierro; 
(count) número de pares de 
spots en cada ensayo. Un 
coeficiente de correlación (corr) 
con un valor absoluto cercano a 
1 indica un buen ajuste de 
correlación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 Proteínas con expresión diferencial en B. pertussis. (A) Histogramas del volumen de spot de cada gel 2-DE 
de proteínas totales de B. pertussis cultivada en medio con exceso de hierro (a, b, c) y medio libre de hierro (d, e, f). 
(B) Imagen ampliada del gel 2-DE mostrando la expresión diferencial de proteínas en bacterias cultivadas en medio 
con exceso de hierro (SS) y medio libre de hierro (SS-Fe).  
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                                   Tabla 1. Proteínas de B. pertussis identificadas por MALDI-TOF MS.  
Nº Nº ORF  Nombre Score Cobertura Condición de Valor Spot a Descripción kDa/pI  kDa/pI  
   MS/MASCOT (%) cultivo SS/SS-Fe  Teórico Experimental
1 Bp0193 SodA 134 78 Limitación de hierro 0.04/0.32 superoxido dismutasa 23.19/5.72 27.3/5.92 
2 Bp0346 BhuS 82 35 Limitación de hierro 0.01/0.09 proteína transportadora de grupo hemo 38.47/5.31 36.3/5.69 
3 Bp1211 IRP 1-1 124 50 Limitación de hierro 0.05/0.26 probable proteína 28.8/6.13 31.7/5.8 
4 Bp2072 IRP1-2 84 47 Limitación de hierro 0.07/0.4 probable Lipoproteina 21.57/6.59 23.3/5.45 
5 Bp1962 BrfI 136 24 Limitación de hierro 0.007/0.063 receptor de ferrisideróforos 78.37/7.67 77/6.38 
6 Bp3642 RpoA 74 23 Limitación de hierro 0.005/0.047 subunidad α de ARN polimerasa 36.13/5.6 41.3/5.61 
7 Bp2952 GlyA 147 31 Limitación de hierro 0.036/0.26 hidroximetil serin transferasa 44.8/6.5 50/6.14 
8 Bp3759 McePb 170 10 Limitación de hierro 0.006/0.064 probable proteína mce 17.9/4.87 21.33/4.75 
9 Bp1906 PpiBb 117 8 Limitación de hierro 0.003/0.034 peptidil prolil cis-trans isomerasa B 18.55/5.58 21.5/5.84 
10 Bp1152 IRP1-3 138 35 Limitación de hierro 0.001/5.1 probable proteína exportada  19.36/6 22/5.52 
12 Bp0248 FumCb 60 30 Limitación de hierro 0.04/0.57 fumarato hidratasa clase II  49.59/6.39 50/6.82 
13 Bp1605 AfuA 60 42 Limitación de hierro 0.002/0.11 probable proteína de unión a hierro 37.5/8.8 39/7.25 
11 Bp3755 IIP1-7b 182 32 Exceso de hierro 0.001/0.20 probable proteína de membrana externa  23.01/9.22 24/7.5 
14 Bp3524 IIP1-9 117 68 Exceso de hierro 0.62/0.15 probable acetiltransferasa 16.08/5.55 18.5/5.94 
15 Bp2021 AcnB 131 21 Exceso de hierro 0.086/0.005 probable aconitasa hidratasa 93.11/5.23 97/5.17 
16 Bp3495 GroEl 131 37 Limitación/exceso de hierro 7.63/7.14 chaperona 57.44/5.13 63.6/5.02 
17 Bp2499 DnaK 182 38 Limitación/exceso de hierro 1.78/1.53 chaperona molecular  69.6/4.88 79.3/4.75 
18 Bp2386 EnoI 94 37 Limitación/exceso de hierro 3.67/3.91 Enolasa fosfopiruvato hidratasa 46.09/7.72 46/4.5 
19 Bp0840 OmpP 116 38 Limitación/exceso de hierro 8.63/8.93 Precursor de porina de membrana externa 41.02/5.51 37/5.04 
                                                                         a Porcentaje de la suma de todos los spost (volumen) en cada gel de la correspondiente clase. 
                                              b Proteínas identificadas por MALDI-TOF MS/MS. 
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Fig. 9 Espectros 
representativos 
correspondientes a la 
identificación 
mediante MALDI-ToF 
de la proteína PpiB 
(A) y SodA (B) de B. 
pertussis. Junto con el 
espectro, se muestran 
los gráficos 3-D de la 
imagen del respectivo 
spot en el gel 2-DE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Entre los spots que mostraron mayor expresión en condiciones de limitación de hierro, 
cinco proteínas cuya función se conoce fueron identificadas. Ellas son BhuS, SodA, 
RpoA, PpiB, FumC, y GlyA. 
La proteína BhuS, es miembro del sistema de transporte Bhu [58], requerido para la 
asimilación de hierro a partir de hemoproteínas en B. pertussis y B. bronchiseptica. 
BhuS es similar a los denominados factores degradadores de hemina de P. aeruginosa, 
S. dysenteriae y Yersinia spp [35, 41, 49]. Aunque la actividad degradadora de hemina 
de estas proteínas no ha sido demostrada, Stojiljkovic y Hantke [54] sugirieron que 
estas proteínas son capaces de unir hemina y prevenir la acumulación intracelular de 
este compuesto en niveles que resulten tóxicos para la bacteria. Dado que más del 90 % 
del hierro dentro del cuerpo humano está asociado con hemo y hemoproteínas [42], las 
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bacterias que puedan acceder a estos compuestos in vivo y utilizarlos como fuentes de 
hierro poseen una importante ventaja competitiva [8, 59]. 
La proteína SodA es una superoxido dismutasa dependiente de Mn+2 [20], cuyo gen se 
expresa únicamente en condiciones de limitación de hierro. B. pertussis posee otra 
enzima superoxido dismutasa denominada SodB [13]. Ambas proteínas se encuentran 
en otras bacterias patógenas Gram-negativas [15, 24, 40, 57]. Estas enzimas han sido 
asociadas con una mayor resistencia microbiana a la acción de especies reactivas del 
oxígeno producidas por células fagocíticas durante el denominado estallido respiratorio 
[21, 23]. La enzima SodA regulada por hierro podría ser relevante para la sobrevida de 
B. pertussis dentro del fagolisosoma, donde la concentración de hierro libre disponible 
sería muy baja [17]. La sobreexpresión de esta enzima en condiciones fisiológicas 
puede ser relevante para bacterias que colonizan hospedadores inmunes a la luz de 
resultados obtenidos recientemente por nuestro grupo. Estos resultados demuestran que 
B. pertussis no opsonizada inhibe la fusión fagolisosoma en células inmunes [48] y se 
mantiene en endosomas tempranos con alta tasa de sobrevida. Sin embargo, la presencia 
de anticuerpos opsonizantes (presentes en hospedadores inmunes) determina el tráfico a 
lisosomas donde la acción celular bactericida del neutrófilo disminuye 
significativamente la sobrevida bacteriana. La sobreexpresión de SodA en condiciones 
fisiológicas podría incrementar la sobrevida bacteriana al estallido respiratorio 
propiciando la inmunoevasión aún en hospedadores inmunes. 
Otra de las proteínas sobreexpresada bajo condiciones de limitación de hierro que 
resulta particularmente interesante es la subunidad α de la ARN polimerasa, 
denominada RopA. La secuencia del gen ropA posee 63 % de homología con los genes 
rpoA de E. coli y S. typhimurium [9]. La subunidad α de la ARN polimerasa 
interacciona con factores de transcripción de numerosos promotores procariotas 
regulados positivamente, entre los cuales se incluye el factor BvgA de B. pertussis [7, 
27]. BvgA es el factor transcripcional del sistema de dos componentes denominado Bvg 
(Bordetella virulence genes). Diferentes clases de genes pueden ser diferencialmente 
reguladas en función de la localización y afinidad de los sitios de unión para el factor 
BvgA en los respectivos promotores y por la interacción de BvgA con la ARN 
polimerasa (ver Capítulo 1) [28]. La sobre-expresión de RpoA en condiciones 
fisiológicas podría interpretarse como una señal de la funcionalidad del sistema Bvg y 
de la expresión de una fase fenotípica potencialmente nueva en respuesta a la escasez de 
hierro durante la infección. En apoyo de esta hipótesis, un estudio reciente demostró que 
la cantidad de toxina pertussis liberada al medio de cultivo, un factor de virulencia 
regulado por el sistema Bvg, se ve afectada por la disponibilidad de hierro [56]. 
La proteína PpiB, también sobre-expresada en limitación de hierro, es una peptidil-
prolil cis-trans isomerasa de posible localización periplásmica. Según se determinó 
mediante alineamiento de secuencias, PpiB posee una importante homología con las 
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correspondientes proteínas PpiB de Y. pestis (69 %), P. putida (68 %) y E. coli (66 %) 
(Fig. 10). En bacterias Gram-negativas, el plegamiento extracitoplasmático de proteínas 
ocurre en el espacio periplásmico, el cual es extremadamente susceptible a cambios 
debido al contacto directo con el medio ambiente. Aunque la actividad de PpiB de B. 
pertussis aún debe ser demostrada es probable que así como sus proteínas homólogas, 
esta enzima facilite el correcto plegamiento de proteínas constituyentes de la envoltura 
celular B. pertussis en el espacio periplásmico. La razón del incremento de expresión de 
esta enzima en condiciones de limitación de hierro aun no está clara. 
FumC es una enzima fumarato hidratasa del ciclo de ácido tricarboxílico (TCA), la 
isoforma que no une hierro, previamente descripta como regulada por hierro en E. coli, 
Vibrio cholerae y P. aeruginosa [24, 33, 43]. Se especula que bajo condiciones de 
limitación de hierro esta enzima podría compensar la disminución de la isoforma que 
contiene hierro en su estructura, permitiendo así el normal funcionamiento del ciclo 
TCA. Un aspecto a destacar de la sobreexpresión de esta proteína es que ha sido 
involucrada en quorum sensing y se la ha encontrado sobreexpresada también en 
crecimiento en biofilm [34], una forma de crecimiento típica en bacterias de difícil 
erradicación como B. pertussis. Es tentador especular que en condiciones fisiológicas se 
favorece esta forma de crecimiento la cual se ha demostrado en modelos in vitro [53]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10 Alineamiento de las secuencias (AA) de las proteínas PpiB de B. pertussis, Pseudomonas putida, 
Escherichia coli y Yersinia pestis. Para realizar el alineamiento de secuencias se utilizó el programa Vector NTI. En 
color verde se indican los AA similares, en color azul se indican las posiciones conservadas y en color amarillo los AA 
idénticos. 
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Finalmente, la proteína GlyA, una serina hidroximetil tranferasa, cataliza la conversión 
de serina a glicina, lo cual representa la mayor fuente de glicina y unidades de carbono 
simples para la célula [46]. En condiciones de limitación de hierro (medio SS-Fe), el 
crecimiento bacteriano no se encuentra limitado en glutamato (la fuente de carbono para 
B. pertussis) como si ocurre en el medio SS formulado con exceso de hierro. El cambio 
en el nivel de expresión de enzimas involucradas en el metabolismo de aminoácidos 
concuerda con el cambio en la abundancia relativa de glutamato en la condición de 
cultivo evaluada. 
Además de las proteínas descriptas anteriormente, se identificaron 5 proteínas de 
función desconocida cuya expresión se incrementa en limitación de hierro. A las 
proteínas sin nombre asignado previamente se las denominó IRP (Iron Repressed 
Protein). Las 5 proteínas mencionadas son: IRP1-1, proteína hipotética; IRP1-2, 
posible lipoproteína; BrfI, posible receptor de ferrisideróforos; AfuA, posible proteína 
de unión a hierro; MceP, proteína relacionada con la proteína mce de Mycobacterium 
tuberculosis e IRP1-3, posible proteína exportada (Tabla 1). Todas estas proteínas 
poseen una probable localización periplasmática o en la membrana externa de B. 
pertussis (según TargetP, TopPred, LipoP) y, al menos tres de ellas, podrían estar 
implicadas en la captura de hierro. 
La proteína de 39-kDa, denominada AfuA, presenta homología con proteínas de 
transporte de hierro tales como HitA de Haemophilus influenza, o FbpA de Neisserria 
meningitidis. Estas proteínas conforman un sistema de tres componentes denominado 
HitABC y FbpABC, respectivamente, que permite el intercambio de Fe entre receptores 
de membrana para proteínas de unión a hierro del hospedador y el citosol. HitA y FbpA 
participan en la unión al ligando extracelular, HitB y FbpB, localizadas en la membrana 
interna, poseen actividad permeasa, y HitC y FbpC son proteínas actividad de unión a 
ATP que proveen la energía para el transporte hacia el citoplasma. El análisis de la 
secuencia nucleotídica adyacente al gen afuA sugiere que este gen podría formar parte 
de un operón que contiene análogos afuB y afuC, tales como aquellos presentes en los 
locus hitABC y fbpABC (Fig. 11). Además, el análisis de la secuencia upstream del gen 
afuA, reveló la presencia de un posible sitio de unión para la proteína Fur localizado a 
72 pb de la posición +1 (ATG) (Fig. 11). 
La proteína BrfI posee homología de secuencia (37 %) con el receptor de 
ferrisideróforos tipo hidroxamato de P. aeruginosa denominado FiuA y con el receptor 
de ferricromo de Salmonella typhimurium denominado FhuA (38 %). 
En el caso de la proteína IRP1-1, la búsqueda en BLAST mostró que posee homología 
con el componente periplásmico de un sistema transportador tipo ABC de Ralstonia 
eutropha (58 %), el cuál estaría involucrado en el transporte y metabolismo de iones 
inorgánicos, como por ejemplo iones Fe+2. 
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La lipoproteína IRP1-2, se localizaría en la membrana externa de B. pertussis, según se 
predice analizando su secuencia con el programa BOMP. IRP1-2 posee homología con 
otras probables lipoproteínas de bacterias Gram-negativas. El análisis de la secuencia 
upstream del gen irp1-2, reveló la presencia de un posible sitio de unión para la proteína 
Fur localizado a 74 pb del sitio de inicio de la transcripción (Fig. 12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11 Probable locus afuABC de B. pertussis. (A) Comparación del locus afuABC de B. pertussis con el locus 
hitABC de H. influenzae y fbpABC de N. meningitidis. Entre paréntesis se indica el porcentaje de homología entre los 
genes de B. pertussis y H. influenzae o N. meningitidis, respectivamente. (B) Probable sitio de unión de la proteína Fur 
en el gen afuA de B. pertussis. El alineamiento de secuencias se realizó con la secuencia consenso Fur global (incluye 
las secuencias Fur de genes de diferentes especies Gram-negativas) y con la secuencia consenso Fur generada a 
partir de secuencias Fur previamente descriptas presentes en otros genes de B. pertussis. El alineamiento se realizó 
utilizando el programa Vector NTI. En color azul se indican las posiciones conservadas y en color amarillo los 
nucleótidos idénticos. 
 
 
   
 
 
 
Fig. 12 Probable sitio de unión de la proteína Fur en el gen irp1-2 de B. pertussis. El alineamiento de secuencias 
se realizó con la secuencia consenso Fur global (incluye las secuencias Fur de genes de diferentes especies Gram-
negativas) y con la secuencia consenso Fur generada a partir de secuencias Fur presentes en otros genes de B. 
pertussis previamente descriptas. El alineamiento se realizó utilizando el programa Vector NTI. En color azul se indican 
las posiciones conservadas y en color amarillo los nucleótidos idénticos. 
 
Aunque considerablemente más pequeña que la proteína mce (mammalian cell entry) de 
M. tuberculosis involucrada en la invasión celular, MceP de B. pertussis posee una 
similitud de secuencia de 60 % con el dominio mce de dicho factor de virulencia. 
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Estudios previos indican que B. pertussis es capaz de invadir células del hospedador in 
vitro, aunque no se ha identificado ninguna invasina involucrada en este proceso. La 
sobreexpresión de MceP en condiciones fisiológicas podría estar involucrada en la 
capacidad de inmunoevasión de B. pertussis. 
Finalmente, el análisis de la secuencia nucleotídica de IRP1-3 revela la presencia de un 
dominio denominado Tpd posiblemente involucrado en el transporte de Fe2+.  
Por otra parte, se identificaron tres proteínas que incrementan su expresión en exceso de 
hierro: una posible acetil transferasa (IIP1-9) (Iron Induced Protein), una posible 
proteína de membrana externa (IIP1-7), y una enzima aconitato hydratasa (AcnB). 
La sobreexpresión de AcnB resulta particularmente interesante. Como E. coli, B. 
pertussis posee dos enzimas aconitases diferentes, AcnA y AcnB. La proteína AcnB 
posee una remarcable similitud de secuencia con la proteína AcnB de E. coli (72 %). 
Las enzimas aconitasas son proteínas que poseen hierro y sulfuro en su estructura y 
catalizan la conversión de citrato e isocitrato en el ciclo de ácido cítrico y de glioxilato. 
Varios estudios indican que la enzima menos estable, AcnB, es la principal enzima del 
ciclo de ácido cítrico la cuál se sintetiza principalmente durante el crecimiento 
exponencial, mientras que AcnA es la enzima inducida por stress más abundante 
durante la fase estacionaria [12]. Recientemente, Tang et al. [55] demostraron que la 
proteína AcnB de E. Coli forma homodimeros y que la transición monomero-dimero 
depende de la disponibilidad de hierro (Fig. 13).  
 
 
Fig. 13 Esquema ilustrativo de la probable 
doble funcionalidad de AcnB en función de su 
homología con AcnB de E. coli. AcnB de B. 
pertussis podría alternar entre un estado 
homodimérico con función catalítica o un estado 
monomérico con actividad de regulador post-
transcripcional dependiendo de la disponibilidad 
de hierro. En limitación de hierro la interacción 
entre subunidades de AcnB disminuiría 
favorecida por la estabilidad de AcnB 
monomérica que sería capaz de reconocer y 
unirse a ARNm. La presencia de hierro en AcnB 
se indica con las figuras negras. 
 
 
 
 
La región amino terminal de AcnB actúa como un sensor de Fe2+ que permite el cambio 
de AcnB de la forma dimero catalítico en condiciones de disponibilidad de hierro a la 
forma monomérica con capacidad de interacción con ARNm en condiciones de 
limitación de hierro, la cual eventualmente actuaría como un regulador post-
transcripcional. En este estudio y en correlación con este modelo, la sobre-expresión de 
Bordetella pertussis                                                                                              Capítulo 5 
 129
AcnB en condiciones de exceso de hierro conduciría a la formación de dimeros de 
AcnB. Mientras que la forma monomérica de AcnB presente en limitación de hierro 
podría operar como una proteína de unión a ARNm ejerciendo una regulación post-
transcripcional de genes relacionados al metabolismo de hierro. 
 
5.3.3.  ANÁLISIS COMPARATIVO DEL PROTEOMA DE FRACCIÓN ENRIQUECIDA EN 
PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA DE B. PERTUSSIS CULTIVADA EN 
CONDICIONES DE DIFERENTE DISPONIBILIDAD DE HIERRO. 
 
Las proteínas de membrana externa de bacterias Gram-negativas están involucradas en 
diversas funciones celulares tales como resistencia a antibióticos, transporte de 
nutrientes, señalización celular, adhesión a células del hospedador y virulencia en 
bacterias patógenas, entre otras [30]. Debido a su localización en la interfase entre la 
célula y el medio ambiente, las PME son particularmente relevantes en el desarrollo de 
estrategias para el control de infecciones.  
Las proteínas de membrana son una de las fracciones más difíciles de analizar mediante 
2-DE [36]. La hidrofobicidad de este tipo de proteínas dificulta la solubilización 
mediante el uso de protocolos comunes y provoca que una vez en el IPG tiendan a 
precipitar en su pI, lo cual reduce la transferencia a la segunda dimensión. En este 
estudio, se utilizó un método simple propuesto por Molloy et al. [37], para la obtención 
y separación de PME por 2-DE. Utilizando esta metodología, se obtuvo la fracción 
membrana enriquecida en proteínas de membrana externa que luego fue solubilizada en 
buffer 2-DE. Se incluyó trifluoroetanol (TFE) en el buffer 2-DE para mejorar la 
separación de proteínas de membrana durante el IEF. Este procedimiento fue 
previamente descripto por Deshusses et al. [14], y en acuerdo con sus resultados se 
obtuvo una notable mejoría en el número y resolución de las proteínas (spots).  
En la Figura 14, se muestran geles 2-DE representativos de la fracción enriquecida en 
PME de B. pertussis empleando IPG de rango de pH 4-7 y 6-11.  
La reproducibilidad (número y localización de spots) entre geles de la misma clase fue 
de 80 a 90 %. El coeficiente de correlación que resultó de la comparación entre el 
volumen de cada spot en un gel y el correspondiente valor de volumen de spot en el gel 
promedio de una clase (misma condición de cultivo) varió entre 0.912 y 0.988 (Fig. 15). 
El patrón 2-DE de PME de B. pertussis (pH 4-7) presentó una significativa similitud 
con los patrones previamente publicados de PME de E. coli, S. typhimurum y Klebsiella 
pneumoniae [36, 37]. En el caso de B. pertussis, se detectaron aproximadamente 200 
proteínas (spots) con una masa molecular entre 20 y 135 kDa, independientemente de la 
condición de cultivo analizada. Cuando el IEF se realizó utilizando IPG alcalinos (pH 6-
11), se detectaron 300 proteínas (spots) con una masa molecular entre 17 y 138 kDa. El 
pI/MM promedio del proteoma experimental fue 5.77/44.37 y 7.14/41.6 para rango de 
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pH 4-7 y 6-11, respectivamente. Nuevamente, estos datos se asemejan al valor teórico 
del sub-proteoma de proteínas con localización en membrana externa (5.94/52.3 kDa y 
9.16/39.8 respectivamente). Cabe destacar que la discrepancia entre el valor promedio 
experimental de pI del sub-proteoma fracción enriquecida en proteínas de membrana 
externa para pH 6-11 y el correspondiente valor promedio teórico (dos unidades mayor) 
podría estar relacionada con el hecho de que las proteínas básicas son difíciles de 
separar mediante 2-DE, y por lo tanto muchas de ellas están ausentes cuando se analiza 
el patrón 2-DE experimental. Para mejorar este análisis se requiere ensayar diferentes 
condiciones, por ejemplo emplear IPG de pH alcalino en rangos más estrechos para 
expandir el patrón de referencia de proteínas alcalinas de B. pertussis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14 Geles 2-DE representativos de la fracción enriquecida en PME de B. pertussis cultivada en medio con 
exceso (SS) y libre de hierro (SS-Fe). 300 µg de PME fueron separadas en geles IPG de 18 cm (pI 4-7 o pI 6-11, 10 
% SDS-PAGE) y visualizadas mediante tinción con plata. Las proteínas identificadas por MALDI-ToF MS se indican con 
flechas y se detallan en la Tabla 2. La proteína con expresión diferencial aun no identificada se indica como IIP1-6 (Iron 
Induced Protein). 
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Para determinar la variación en la expresión de PME de B. pertussis cultivada en 
condiciones de exceso (SS) o limitación de hierro (SS-Fe), se realizó el análisis 
comparativo de geles 2-DE (pH 4-7 y 6-11). El análisis estadístico del volumen de spots 
promedio en cada condición de cultivo reveló la presencia de 13 proteínas (spots) con 
expresión diferencial: 1 con mayor expresión en exceso de hierro y 12 con mayor 
expresión en limitación de hierro (Fig. 14 y Fig. 16). Estas proteínas fueron sometidas a 
digestión tríptica y análisis mediante espectrometría de masa MALDI-ToF, lográndose 
la identificación de las siguientes proteínas expresadas en limitación de hierro: PanC, 
ArgD, PpiB, BrfB, AlcC, FumC, AfuA, IRP1-16, IRP1-3, IRP1-5, y IRP1-6 (Tabla 
2 y Fig. 17). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15 Scatter plots representativos de la correlación entre cada spot de un gel 2-DE de fracción enriquecida 
en PME de B. pertussis y su respectivo spot en el gel promedio de una clase. Comparación de los volúmenes 
normalizados de spots de un gel perteneciente a una clase (eje x) y su correspondiente gel promedio (eje y), análisis 2-
DE pH 4-7 y pH 6-11. (SS) fracción enriquecida en PME de B. pertussis cultivada en medio con exceso de hierro, (SS-
Fe) fracción enriquecida en PME de B. pertussis cultivada en medio libre de hierro; (count) número de pares de spots 
en cada ensayo. Un coeficiente de correlación (corr) con un valor absoluto cercano a 1 indica un buen ajuste de 
correlación. 
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Fig. 16 Proteínas con expresión diferencial en fracción enriquecida en 
PME de B. pertussis. (A) Histogramas del volumen de spot en cada gel 2-DE 
de fracción enriquecida en PME de B. pertussis cultivada en medio con 
exceso de hierro (a, b, c) y medio libre de hierro (d, e, f). (B) Imagen ampliada 
del gel 2-DE mostrando la expresión diferencial de proteínas en bacterias 
cultivadas en medio con exceso de hierro (SS) y medio libre de hierro (SS-
Fe).  
 
 
 
 
 
 
 
                                   Tabla 2. PME de B. pertussis identificadas por MALDI-TOF MS. 
Nº Nº ORF  Nombre Score Cobertura Condición de Valor Spot a Descripción kDa/pI  kDa/pI  
   MS/MASCOT (%) cultivo SS/SS-Fe  Teórico Experimental
1 Bp2016 BrfB 86 56 Limitación de hierro 0.008/0.318 Probable receptor de ferrisideróforos 78.66/5.73 78.5/5.56 
2 Bp3821 PanC 150 35 Limitación de hierro 0/0.06 pantoato-beta-alanina ligasa 31.72/5.93 33.5/6.19 
3 Bp0800 IRP1-5 213 87 Limitación de hierro 0/0.141 probable deshidrogenasa de unión a zinc 33.69/5.5 39.7/5.68 
4 Bp2747 IRP1-6 60 38 Limitación de hierro 0.106/0.780 probable transportador de solutos tipoABC 40.7/6.17 40/5.94 
5 Bp1152 IRP1-3 138 56 Limitación de hierro 0/4.464 probable proteína exportada 19.36/6 22.3/5.49 
6 Bp0451 ArgD 116 54 Limitación de hierro 0/0.142 succinil ornitina transaminasa  43.08/5.79 41/6 
7 Bp1906 PpiB 76 57 Limitación de hierro 0/0.0480 peptidil-prolil cis-trans isomerasa 18.5/5.6 22/5.44 
8 Bp2458 AlcC 161 44 Limitación de hierro 0/0.11 proteína biosintesis de alcalignina 70.2/5.84 65/6.28 
9 Bp0248 FumC 137 55 Limitación de hierro 0.11/.86 fumarato hidratasa clase II  49.57/6.39 48/6.86 
10 Bp1605 AfuA 51 37 Limitación de hierro 0.02/0.56 probable proteína de unión a Fe 37.5/8.8 39/7.41 
11 Bp2770 IRP1-16 55 48 Limitación de hierro 0.36/1.49 probable deshidrogenasa  26.3/6.3 28/6.7 
12 Bp3441 BpcP 80 37 Limitación/exceso de hierro 8.74/6.29 probable proteína, secuencia conservada 19.8/5.1 26.34/5.08 
                                            a Porcentaje de la suma de todos los spost (volumen) en cada gel de la correspondiente clase. 
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Fig. 17 Espectros 
representativos 
correspondientes 
a la identificación 
mediante MALDI-
ToF MS de la 
proteína IRP1-5 
(A) y MALDI-ToF 
MS/MS de la 
proteína IRP1-16 
(B) de B. 
pertussis. Junto 
con el espectro, se 
muestran los 
gráficos 3-D de la 
imagen del 
respectivo spot en 
el gel 2-DE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Entre las proteínas identificadas, dos son enzimas involucradas en el metabolismo de 
aminoácidos: PanC y ArgD. La enzima pantoato ligasa β-alanina, denominada PanC, 
cataliza la formación de pantotenato a partir de pantoato y β-alanina. La proteína ArgD 
es una enzima con probable doble funcionalidad diaminopimelato (DAP)-
aminotransferasa y acetilornitina transaminasa que participa en la biosíntesis de arginina 
y lisina. La sobreexpresión de estas enzimas podría estar relacionada con el incremento 
del metabolismo de aminoácidos debido al exceso de glutamato durante la limitación en 
hierro. Por otra parte, la enzima ArgD de B. pertussis mostró una significativa 
homología con la proteína ArgD de E. coli (40 %), la cuál presenta actividad 
acetilornitina y DAP-aminotransferasa, esta última involucrada en la formación de DAP 
(Fig. 18). B. pertussis también posee una enzima denominada DapC con actividad 
DAP-aminotransferasa [16]. Sin embargo, a diferencia de ArgD, DapC no comparte 
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homología de secuencia con ArgD de E. coli. Aunque la doble funcionalidad de ArgD 
de B. pertussis aún debe ser demostrada, es posible suponer que participa en ambas 
rutas de metabolitos. Dado que DAP es un constituyente importante del peptidoglicano 
de muchas bacterias Gram-negativas, el aumento de expresión de ArgD podría reflejar 
una reestructuración o cambio en la composición de la membrana en respuesta a 
condiciones de escasez de hierro en el entorno de la bacteria. Además, DAP es un 
constituyente central de la citotoxina traqueal, un importante factor de virulencia de B. 
pertussis [10], y su incremento podría estar relacionado con un cambio en la expresión 
de esta toxina en condiciones fisiológicas (Fig. 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 18 Esquema de las rutas metabólicas en las cuales ArgD de B. pertussis posiblemente participa. La 
actividad acetil ornitina transaminasa de ArgD participa en el catabolismo de glutamato, el cual se encuentra en exceso 
en condiciones de limitación de hierro. La actividad succinil diaminopimelato (DAP) aminotransferasa de ArgD podría 
además estar involucrada en el metabolismo de Diaminopimelato (DAP), el cual es un componente de la citotoxina 
traqueal de B. pertussis. La sobreexpresión de esta enzima en condiciones de limitación de hierro podría incrementar la 
producción de citotoxina traqueal.  
 
La proteína AlcC participa en la biosíntesis de alcalignina, uno de los principales 
sistemas de captura de captura de hierro de B. pertussis. 
Cinco de las once proteínas identificadas poseen una localización supuesta en el espacio 
periplásmico o en la membrana externa de B. pertussis (según TargetP, TopPred, 
LipoP). Dichas proteínas son: BrfB, posible receptor de ferrisideróforos; AfuA, posible 
proteína de unión a hierro; IRP1-5, posible deshidrogenada de unión a zinc; IRP1-6, 
posible proteína transportadora de solutos tipo ABC; e IRP1-3, posible proteína 
exportada.  
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La proteína BrfB de B. pertussis ha sido reconocida previamente como un posible 
receptor de sideróforos dependiente de TonB [4] cuya función en la adquisición de 
hierro aún debe ser demostrada. Estudios recientes [39] demostraron un aumento de 
transcripción de los genes brfB, brfC y otros genes involucrados en la adquisición de 
hierro durante la transición de fase logarítmica a fase estacionaria de crecimiento de B. 
pertussis. Los autores sugirieron que la transición a la fase estacionaria podría inducir 
un fenotipo similar al fenotipo inducido por limitación de hierro, ya sea en respuesta 
directa a la escasez de hierro en su sistema de estudio o de forma indirecta como un tipo 
de respuesta generalizada inducida por stress que acompaña el cambio a fase 
estacionaria.  
La búsqueda en BLAST reveló que la proteína IRP1-5 posee homología de secuencia 
con varias enzimas alcohol deshidrogenasas de bacterias Gram-negativas como por 
ejemplo Burkholderia sp., y que la proteína IRP1-6 posee un alto grado de homología 
con numerosas proteínas de membrana transportadoras de solutos, entre ellas, una 
proteína de unión a aminoácidos periplásmica de Burkholderia mallei (59 %) y un 
receptor de ligandos extracelulares de Burkholderia cenocepacia (56 %).  
Finalmente, FumC, AfuA, IRP1-3 y PpiB se identificaron también como proteínas que 
incrementan su expresión en limitación de hierro cuando se analizaron proteínas totales 
de B. pertussis y ya fueron mencionadas previamente. 
Varias proteínas de B. pertussis previamente descriptas como proteínas reguladas por 
hierro (tales como BrfD, BrfE, BfeA o BhuR entre otras) no se encontraron en este 
estudio. Existen diferentes razones posibles que pueden explicar esta ausencia. Las 
proteínas de mayor masa molecular (> 80 kDa) comúnmente se pierden en el análisis 2-
DE. Estas proteínas también pueden perderse durante el procedimiento de separación 
del conjunto de proteínas presentes en la muestra, ya sea durante la carga del IPG en el 
reswelling tray o debido a la precipitación de proteínas durante el IEF. 
Alternativamente, estas u otras proteínas reguladas por hierro podrían tener un nivel de 
expresión muy bajo el cuál escapa a la detección y análisis de proteínas llevado a cabo 
en este estudio. Cabe destacar que la proteína de aproximadamente 130 kDa que se 
detectó como inmunogénica mediante western blot de la fracción de proteínas de 
membrana externa de B. pertussis cultivada en medio libre de hierro (SS-Fe) en el 
Capítulo 4, no se encontró en el análisis 2-DE presentado en este capítulo. 
Probablemente su ausencia esté relacionada con su tamaño molecular el cual, como se 
mencionó, puede escapar al análisis 2-DE.  
 
En resumen, el estudio del proteoma de B. pertussis permitió identificar proteínas con 
diversas funciones que aumentan significativamente su expresión en condiciones 
fisiológicas. La mayor expresión en condiciones fisiológicas de algunas de estas 
proteínas puede contribuir a comprender la patogénesis de B. pertussis. Por ejemplo, la 
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mayor expresión de SodA permitiría a la bacteria resistir el estallido respiratorio de 
neutrófilos incrementando su sobrevida y favoreciendo la inmunoevasión. La 
sobreexpresión de ArgD podría resultar en un aumento de producción de citotoxina 
traqueal, la cual causa ciliastosis en el epitelio respiratorio. El aumento de expresión de 
RpoA podría corresponderse con el cambio a una fase fenotípica regulada por Bvg más 
favorable para la colonización del epitelio. La sobreexpresión de FumC en condiciones 
fisiológicas podría indicar que en estas condiciones se favorece el desarrollo de biofilm 
como forma de persistencia. Además, se identificaron 10 nuevas proteínas con mayor 
expresión en limitación de hierro cuya función no ha sido caracterizada previamente. 
Entre estas proteínas, BrfB, BrfI, AfuA, IRP1-2, IRP1-3 y IRP1-6, podrían estar 
involucradas en la adquisición de hierro y, por su potencial localización en la superficie 
celular de B. pertussis, podrían participar en la interacción del microorganismo con las 
células del hospedador. La proteína identificada como MceP podría tener un rol en la 
invasión a células del hospedador, uno de los mecanismos de inmunoevasión que 
explicaría la difícil erradicación de este patógeno.  
En este contexto, la relevancia de estas proteínas en la virulencia y el proceso infeccioso 
de B. pertussis continua siendo motivo de estudio. Por otra parte, por su potencial 
localización en membrana, la inmunogenicidad de algunas de estas proteínas es uno de 
los aspectos que se ha comenzado a estudiar con el fin de determinar si son capaces de 
inducir una respuesta inmune protectora. Los resultados obtenidos en este aspecto se 
mencionan a continuación. 
 
5.3.4. ANÁLISIS SEROLÓGICO DE PROTEÍNAS DE MEMBRANA EXTERNA INDUCIDAS 
POR LIMITACIÓN DE HIERRO.  
 
Los anticuerpos generados contra proteínas presentes en la superficie bacteriana son un 
componente esencial en la protección del hospedador contra futuras infecciones dado 
que son capaces reconocer al microorganismo infectante. Por esta razón, en este estudio 
se evaluó la inmunogenicidad de las proteínas inducidas en limitación de hierro 
identificadas a partir del análisis proteómico de la fracción enriquecida en proteínas de 
membrana externa. Las proteínas con mayor expresión en el fenotipo inducido por 
limitación de hierro fueron recuperadas del gel y cantidades equivalentes de cada 
proteína se utilizaron en ensayos de inmunodetección (dot blot) empleando IgG 
purificada de un pool de sueros de individuos infectados con B. pertussis. Proteínas 
totales de B. pertussis y lactoferrina humana se utilizaron como control positivo y 
negativo, respectivamente. Según se observa en la Figura 19, cuatro proteínas, FumC, 
AfuA, IRP1-16, e IRP1-3, reaccionaron con anticuerpos humanos inducidos por 
infección con B. pertussis, de las cuales solo IRP1-3 y AfuA tienen potencial 
localización en la superficie bacteriana según se evaluó empleando los programas de 
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predicción de localización denominados BOMP, TargetP y TopPred. Estas proteínas 
cuya expresión se incrementa en condiciones fisiológicas y a la vez son reconocidas por 
suero de individuos infectados, resultan atractivos candidatos a componente de vacunas 
contra B. pertussis. Anticuerpos dirigidos contra estas proteínas podrían evitar la 
colonización de B. pertussis a través de diferentes mecanismos, por ejemplo, la 
opsonización bacteriana, el bloqueo de la adhesión a células del hospedador, o 
interfiriendo con un sistema de captura de hierro esencial para la colonización. En 
particular, IRP1-3 mostró una señal más fuerte, lo cuál sugiere que esta proteína se 
expresa durante la infección y es muy inmunogénica. IRP1-3 es una proteína 
probablemente asociada a la membrana externa cuya expresión aumenta 
significativamente durante la limitación de hierro. Más aun, entre las proteínas 
identificadas con expresión diferencial, es la proteína que posee un mayor incremento 
asociado al cambio a condiciones fisiológicas (ver Fig. 14 y Tabla 2), lo cual podría 
sugerir un rol en la patogénesis de B. pertussis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19 Dot blot de proteínas de fracción enriquecida en PME de B. pertussis con expresión diferencial en 
limitación de hierro. Las proteínas fueron recuperadas del gel, transferidas a una membrana PVDF e incubadas con 
anticuerpos (fracción IgG) de un pool de sueros de individuos convalecientes infectados con B. pertussis. Proteínas 
totales de B. pertussis (Bp WC) y holo-transferrina humana (ApoT) fueron utilizadas como control positivo y negativo, 
respectivamente. 
 
5.3.5.  CAPACIDAD ANTIGÉNICA DE LAS PROTEÍNAS IRP1-3 Y AFUA. 
 
Se evaluó la inmunogenicidad in vivo de las proteínas reconocidas por anticuerpos de 
individuos infectados con posible localización en la membrana externa de B. pertussis, 
IRP1-3 y AfuA. Según ya se discutió, ambas proteínas podrían estar involucradas en la 
adquisición de hierro. Las proteínas recuperadas a partir de geles 2-DE preparativos 
fueron utilizadas para inocular ratones BALC/c hembras. Se recuperó el suero previo a 
la inoculación inicial, 28 días posteriores a la inoculación y al finalizar el experimento 
de prueba (42 días). La producción de anticuerpos específicos se evaluó mediante dot 
blot según se detalla en la sección 5.2.12. En la Figura 20 se muestra un dot blot 
representativo. Tanto IRP1-3 como AfuA resultaron inmunogénicas en ratones. La 
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presencia de anticuerpos anti-IRP1-3 y anti-AfuA se detectó a partir del día 28, luego de 
la primera inoculación. De esta forma se confirmó la actividad antigénica de estas 
proteínas en la forma en que fueron recuperadas del gel 2-DE. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20 Dot blot representativo de anticuerpos generados en ratón contra las proteínas IRP1-3 y AfuA de B. 
pertussis. Las proteínas IRP1-3 y AfuA fueron recuperadas del gel, transferidas a una membrana PVDF e incubadas 
con suero de ratón inoculado con IRP1-3 o AfuA, respectivamente. Las muestras de suero evaluadas fueron obtenidas 
previo a la inoculación inicial (día 0), 28 días y 48 días post-inoculación. Muestras de suero provenientes de ratones 
inoculados con PBS (suero control) fueron utilizadas como control negativo. 
 
5.3.6.  ANTICUERPOS ANTI-IRP1-3 Y ANTI-AFUA RECONOCEN ESTRUCTURAS DE 
SUPERFICIE EN B. PERTUSSIS. 
 
Para determinar el título de anticuerpos anti-IRP1-3 y anti-AfuA en los sueros de ratón 
y evaluar la capacidad de dichos anticuerpos de reconocer estos antígenos en la 
superficie de B. pertussis se realizaron ensayos de ELISA empleando placas 
sensibilizadas con células enteras de B. pertussis cultivadas en medio con exceso de 
hierro (SS) o medio libre de hierro (SS-Fe) como antígeno. El título promedio de 
anticuerpos anti-IRP1-3 en los sueros evaluados (día 42 post-inoculación inicial) resultó 
significativamente mayor cuando se utilizaron células enteras cultivadas en SS-Fe como 
antígeno (1.325 ± 0.047) en comparación con el valor obtenido con células enteras 
cultivadas en SS (0.536 ± 0.043). De manera similar, el título promedio de anticuerpos 
anti-AfuA en los sueros, aunque menor que en el caso de IRP1-3, fue significativamente 
mayor para células enteras cultivadas en SS-Fe (0.448 ± 0.032) en comparación al valor 
obtenido con células enteras cultivadas en SS (0.325 ± 0.026). El título promedio de los 
sueros normales (controles) empleando células enteras SS-Fe o células enteras SS como 
antígeno (0.188 ± 0.029 y 0.191 ± 0.033, respectivamente) resultó negativo en ambos 
casos. Estos resultados indican que tanto los anticuerpos anti-IRP1-3 como los 
anticuerpos anti-AfuA son capaces de reconocer estructuras presentes en la superficie 
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de B. pertussis las cuales se expresan en mayor proporción en bacterias cultivadas en 
limitación de hierro. Estos resultados también confirman la localización en la superficie 
celular de B. pertussis de dichos antígenos. 
 
5.3.7.  ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS ANTICUERPOS INDUCIDOS CONTRA IRP1-3 Y 
AFUA. 
 
Para evaluar la actividad biológica de los anticuerpos inducidos contra IRP1-3 y AfuA, 
se llevaron a cabo ensayos in vitro cuyos resultados se describen a continuación.  
 
5.3.7.1. Actividad Aglutinante de los sueros anti-IRP1-3 y anti-AfuA.  
 
La aglutinación bacteriana promovida por anticuerpos es un mecanismo de defensa 
importante dado que promueve eliminación de microorganismos patógenos. En el caso 
de B. pertussis, y según se discutió en el Capítulo 2, los anticuerpos contra las proteínas 
denominadas fimbrias funcionan como aglutininas disminuyendo significativamente la 
capacidad de adhesión a células epiteliales de B. pertussis. Para evaluar la capacidad de 
los anticuerpos anti-IRP1-3 y anti-AfuA de inducir la aglutinación de B. pertussis se 
realizaron ensayos de aglutinación empleando bacterias cultivadas en limitación de 
hierro que expresan la proteína fluorescente verde GFP y concentraciones decrecientes 
del anticuerpo en estudio. Según se observa en la Figura 21, los anticuerpos contra la 
proteína AfuA inducen la aglutinación de B. pertussis aún en la menor concentración de 
anticuerpos evaluada (dil 1/8). Por otra parte, aunque el suero anti-IRP1-3 sin diluir 
(s/dil) mostró indicios de aglutinación de B. pertussis, para el resto de las 
concentraciones de suero anti-IRP1-3 evaluadas no se observó actividad aglutinante 
significativa. Esto puede deberse al tipo de antígeno o a la concentración de anticuerpos 
en el suero la cual podría no resultar aglutinante en la condiciones ensayadas. 
 
5.3.7.2. Actividad Opsonizante de los sueros Anti-IRP1-3 y anti-AfuA. 
 
Como se mencionó anteriormente, la presencia de anticuerpos opsonizantes es crítica 
para inducir la actividad celular bactericida de neutrófilos. Según se muestra en la 
Figura 22, tanto los anticuerpos anti-IRP1-3 como los anticuerpos anti-AfuA se 
comportan como opsoninas. Estos resultados no solo sugieren nuevamente la 
localización de AfuA e IRP1-3 en la superficie bacteriana sino que señalan a estas 
proteínas como atractivos componentes de nuevas vacunas. 
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Fig. 21 Aglutinación de B. pertussis en presencia de anticuerpos anti-IRP1-3 y AfuA. B. pertussis cepa Tohama 
expresando la proteína verde fluorescente GFP se cultivo en medio libre de hierro. Las bacterias se incubaron durante 
30 min a 37 ºC en solución PBS suplementado con 10 % de suero de ratón no inmune (control negativo), suero de 
ratón anti-IRP1-3, suero de ratón anti-AfuA o suero de ratón anti-Fim (control positivo). Se muestran paneles 
representativos de 3 experimentos independientes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Fig. 22 Opsonización de B. pertussis en presencia de anticuerpos anti-IRP1-3 y AfuA. B. pertussis cepa Tohama 
se cultivó en medio libre de hierro. 15 μl de bacterias (1 × 105 bacterias ml-1) se incubaron con 5 μl de suero de ratón 
anti-IRP1-3 (A), suero anti-AfuA (B) o suero normal de ratón durante 1 h a 4 ºC (control). Luego de los 
correspondientes lavados, las bacterias se incubaron con anticuerpos anti-IgG de ratón conjugados con PE durante 1 h 
a 4 °C, y se analizaron por citometría de flujo. Se muestran histogramas representativos de 3 experimentos 
independientes. 
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5.4 CONCLUSIONES. 
 
En este capítulo se estudió el perfil global de expresión de proteínas de B. pertussis en 
respuesta a la limitación de hierro condición ambiental que este patógeno enfrenta in 
vivo. La escasez de hierro es un factor crítico para el desarrollo de la infección y en 
general afecta la patogenicidad de los microorganismos invasores. El análisis 
proteómico de B. pertussis bajo estas condiciones nos permitió identificar proteínas con 
diferente funcionalidad cuya expresión se ve influenciada por la disponibilidad de 
hierro. Algunas de estas proteínas parecen estar involucradas en la adquisición de hierro 
y, por su potencial localización en la superficie celular de B. pertussis, podrían 
participar en la interacción del microorganismo con las células del hospedador. Otras 
proteínas identificadas son potenciales factores de virulencia que podrían ayudar a 
explicar algunos aspectos de la patogenicidad e inmunoevasión de B. pertussis que aún 
no han sido esclarecidos. La evaluación de la inmunogenicidad de las proteínas 
inducidas en limitación de hierro identificadas a partir del análisis proteómico de la 
fracción enriquecida en proteínas de membrana externa, permitió detectar proteínas que 
reaccionan específicamente con suero de individuos infectados, dos de ellas con 
probable localización en la superficie celular. Mediante ensayos de evaluación de 
capacidad antigénica en ratones se demostró que estas proteínas (IRP1-3 y AfuA) son 
inmunogénicas in vivo. Ensayos de ELISA empleando células enteras de B. pertussis 
demostraron que tanto los anticuerpos anti-IRP1-3 como anti-AfuA son capaces de 
reconocer dichos antígenos, los cuales se localizan evidentemente en la superficie 
celular de B. pertussis. El título de anticuerpos determinado por ELISA fue mayor 
cuando se emplearon células enteras cultivadas en limitación de hierro como antígeno, 
lo cual confirma la expresión diferencial de estos antígenos en condiciones fisiológicas. 
Paralelamente, los ensayos de actividad biológica demostraron que los anticuerpos 
contra una de ellas (AfuA) son capaces de inducir la aglutinación de B. pertussis y que 
los anticuerpos inducidos contra ambas proteínas (IRP1-3 y AfuA) se comportan como 
opsoninas, lo cual no solamente confirma la localización de AfuA e IRP1-3 en la 
superficie bacteriana sino que también señala a estas proteínas como posibles 
componentes de nuevas vacunas capaces de reconocer al fenotipo infectante cualquiera 
sea la fase de virulencia que este microorganismo presente.  
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La tos convulsa continúa siendo una de las principales enfermedades infantiles 
inmunoprevenibles. Tanto en nuestro país como en el resto del mundo la 
implementación de programas de vacunación durante casi 60 años no ha logrado evitar 
la continua circulación de este patógeno en la población. Los datos epidemiológicos 
indican también un cambio en el rango etario de casos. Cada vez son más comunes los 
casos de tos convulsa asintomática o leve en niños y adolescentes. Esta población 
constituye un reservorio importante y una continua fuente de transmisión para lactantes 
y niños parcialmente inmunizados.  
Parte de la situación epidemiológica actual se asocia con la deficiente protección contra 
la colonización que brindan las vacunas actuales. A la inmunidad de corto plazo que 
confieren la infección o la inmunización, se suma la inmunoselección de cepas dirigida 
por vacunación. Las diferencias entre el fenotipo vacunal y el fenotipo infectante 
pueden explicarse en parte por la deficiencia en la prevención de la colonización de las 
vacunas en uso que ha permitido la continua circulación del patógeno en la población. 
Sumado a esto, si la transmisión de B. pertussis de persona a persona ocurre como se 
postula, en fase avirulenta o intermedia, las vacunas celulares o acelulares (bacterias en 
fase virulenta o antígenos propios de esta fase, respectivamente) podrían no inducir una 
respuesta inmune capaz de reconocer eficientemente a las bacterias que ingresan al 
hospedador. 
Para resolver esta situación se requiere una mejor caracterización de los eventos de 
colonización del epitelio respiratorio y de los factores involucrados en este proceso. Es 
necesario también avanzar en la caracterización del fenotipo infectante e identificar 
inmunógenos cuya expresión se manifieste desde los estadios tempranos de 
colonización, independientemente de la fase de virulencia que el microorganismo 
presente, y sean capaces de inducir una respuesta inmune protectora efectiva en 
bloquear la etapa inicial de colonización.  
En el presente trabajo se empleó un modelo de colonización in vitro para evaluar la 
adhesión de B. pertussis a células epiteliales, determinar los factores de virulencia 
involucrados en este proceso y determinar cuáles de los anticuerpos dirigidos contra 
factores de virulencia regulados por el sistema Bvg están involucrados en el bloqueo de 
la adhesión bacteriana. Los resultados obtenidos permiten concluir que, entre los 
factores de virulencia regulados por Bvg, FHA es el principal factor involucrado en la 
adhesión de B. pertussis en fase virulenta o intermedia a células epiteliales. Los 
anticuerpos dirigidos contra FHA y contra Fim interfieren la adhesión a células 
epiteliales. En el caso de los anticuerpos anti-Fim, su actividad biológica se relaciona 
con su capacidad de aglutinación, mientras que en el caso de los anticuerpos anti-FHA 
su actividad parece involucrar su capacidad de bloquear los dominios de adhesión 
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presentes en esta proteína. Sin embargo, estudios anteriores indican que los anticuerpos 
dirigidos contra estos antígenos no se comportan como opsoninas ni promueven la 
actividad celular bactericida crítica para lograr la eliminación. Este resultado pone en 
evidencia la importancia de la multivalencia en la formulación de vacunas contra este 
patógeno. Los antígenos incluidos en la vacunas contra este microorganismo, que 
presenta una gran variedad de factores de virulencia, deben inducir la producción de 
anticuerpos capaces de mediar mecanismos de defensa diferentes y a la vez sinérgicos, 
como por ejemplo el bloqueo de adhesinas y toxinas, la opsonofagocitosis, entre otros.  
La invasión celular durante la colonización es un mecanismo de inmunoevasión 
empleado por numerosos microorganismos patógenos. En varios casos este proceso 
involucra la participación de factores bacterianos que reconocen estructuras presentes en 
la célula blanco y son necesarios para la invasión. En el caso de B. pertussis, no 
pudimos identificar ningún factor de virulencia regulado por el sistema BvgAS del cual 
dependa la invasión bacteriana. Según nuestros resultados, el ingreso de B. pertussis a 
células respiratorias depende básicamente de que éstas puedan adherirse, lo cual vuelve 
aún más importante el bloqueo de la adhesión para evitar este posible mecanismo de 
inmunoevasión. Por el contrario, la persistencia intracelular parece depender del estado 
de virulencia de B. pertussis. La expresión de toxinas, PT y ACT, afecta la capacidad de 
sobrevida a corto y largo plazo. Este resultado sugiere que el fenotipo intermedio, 
caracterizado por la ausencia de expresión de estas toxinas, sería el más apto para la 
sobrevida intracelular. En dichas condiciones, el resultado de la interacción de B. 
pertussis con células epiteliales o células del sistema inmune podría favorecer la 
persistencia en el hospedador. Aún durante cortos periodos de tiempo, la capacidad de 
sobrevivir dentro de las células del hospedador podría proporcionar a esta bacteria un 
mecanismo de inmunoevasión y/o un nicho intracelular transitorio antes o durante la 
transmisión a un nuevo hospedador. 
El orden en que se expresan los factores de virulencia durante la modulación de fase 
parece ser un punto crítico en el éxito de la colonización. Según se pudo corroborar, la 
interacción entre los factores de virulencia FHA y ACT, los cuales presentan una 
asociación física en membrana externa y poseen un patrón de expresión temporal 
distinto durante la modulación de fase, modifica la capacidad de interacción de B. 
pertussis con células epiteliales. La expresión de ACT en membrana modifica la 
actividad adhesina de FHA indirectamente, es decir, altera el funcionamiento del 
dominio de unión a carbohidratos inhibible por heparina presente en FHA. La heparina 
y otros glicosaminoglicanos sulfatados están presentes en forma abundante en la matriz 
extracelular y en el mucus que se produce en el epitelio respiratorio. Este cambio de 
funcionalidad en FHA favorecería la colonización de bacterias que ingresen al 
hospedador en fase intermedia o que modulen hacia este fenotipo durante la infección, 
en el cual B. pertussis expresa FHA y no ACT.  
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Estos resultados señalan al fenotipo intermedio de virulencia (Bvgi) como el mejor 
adaptado a las condiciones de infección. Sin embargo, aún no se sabe exactamente cual 
es el estado o fase de virulencia de la bacteria infectante. Incluso ésta podría cambiar 
según el caso. De cualquier forma, las cepas circulantes muestran variaciones respecto a 
la cepa vacunal en todos los antígenos regulados por el sistema Bvg que han sido 
identificados como inductores de una respuesta inmune protectora: Fim y FHA (inducen 
anticuerpos que interfieren con la adhesión, según este estudio), Prn (inductor de 
anticuerpos cruciales para promover la actividad celular bactericida) y PT (inductor 
anticuerpos neutralizantes). 
Con el fin de buscar nuevos antígenos para la formulación de vacunas que generen una 
respuesta inmune capaz de reconocer a la bacteria infectante cualquiera sea su fase de 
virulencia, abordamos la caracterización del fenotipo inducido en condiciones 
fisiológicas. Para esto, evaluamos los cambios fenotípicos inducidos por uno de los 
principales estímulos in vivo que modifica la virulencia de numerosos microorganismos 
patógenos, la limitación de hierro. Nuestros resultados muestran que el crecimiento en 
condiciones de limitación en hierro induce en B. pertussis la expresión de proteínas de 
superficie que facilitan la unión a mucina y la adhesión a células epiteliales a través de 
un mecanismo dependiente de ácido siálico. Anticuerpos presentes en el suero de 
individuos infectados, que reconocen diferencialmente a las proteínas inducidas en 
limitación de hierro, interfieren con la adhesión bacteriana a células epiteliales. Este 
resultado sugiere que bajo condiciones fisiológicas se expresan adhesinas que favorecen 
la interacción con células del hospedador y que, a la vez, son reconocidas por el sistema 
inmune e inducen anticuerpos con potencial capacidad protectora. Para profundizar el 
estudio del fenotipo infectante y evaluar la expresión de proteínas propias de este 
fenotipo inducidas en condiciones fisiológicas, realizamos el análisis de proteínas 
totales y de fracción enriquecida en proteínas de membrana externa de B. pertussis 
cultivada en limitación de hierro mediante proteómica comparativa. Utilizando esta 
metodología se identificaron proteínas con diferente funcionalidad cuya expresión se ve 
influenciada por la disponibilidad de hierro. Algunas de estas proteínas parecen estar 
involucradas en la adquisición de hierro y, por su potencial localización en la superficie 
celular de B. pertussis, podrían participar en la interacción del microorganismo con las 
células del hospedador. Otras proteínas identificadas son potenciales factores de 
virulencia que podrían ayudar a explicar algunos aspectos de la patogenicidad e 
inmunoevasión de B. pertussis que aún no han sido esclarecidos. La evaluación de la 
inmunogenicidad de las proteínas inducidas en limitación de hierro identificadas a partir 
del análisis proteómico de la fracción enriquecida en proteínas de membrana externa, 
permitió detectar proteínas que reaccionan específicamente con suero de individuos 
infectados, dos de ellas con probable localización en la superficie celular. Mediante 
ensayos de evaluación de capacidad antigénica en ratones se demostró que estas 
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proteínas son inmunogénicas in vivo y que son capaces de generar anticuerpos que 
reconocen antígenos de membrana inducidos en condiciones fisiológicas. Estos 
anticuerpos mostraron promover la aglutinación y opsonización de bacterias adaptadas a 
la limitación de hierro, lo cual no solamente demuestra la localización de ambos 
antígenos en la superficie bacteriana sino que también señala a estas proteínas como 
posibles componentes de nuevas vacunas capaces de reconocer al fenotipo infectante 
cualquiera sea la fase de virulencia que este microorganismo presente.  
En síntesis, los estudios presentados en esta tesis doctoral representan un avance en la 
caracterización de interacción de B. pertussis con el hospedador y de los mecanismos 
que intervienen en este proceso. Utilizando metodologías de microbiología celular e 
inmunoproteómica se avanzó en la caracterización del fenotipo inducido en condiciones 
fisiológicas identificándose proteínas propias de este fenotipo. Algunas de estas 
proteínas son potenciales factores de virulencia cuya futura caracterización podrá 
contribuir al conocimiento de la patogénesis de B. pertussis, mientras que al menos dos 
de ellas son atractivos candidatos a componentes de nuevas vacunas. 
 
 

